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Prebavni trakt je stalno v stiku s številnimi antigeni, zato mora imunski sistem  prepoznati in 
odstraniti škodljive mikrobe ter hkrati razviti imunsko toleranco proti neškodljivim 
mikrobom. Velik pomen pri regulaciji imunskega odziva imajo dendritične celice. Motnja v 
regulaciji imunskega odziva pri genetsko predisponirani osebi lahko vodi v razvoj kronične 
vnetne črevesne bolezni.  
V doktorski nalogi smo skušali razjasniti vpliv zaviralcev tumor nekroznega faktorja alfa 
(TNFα) na dendritične celice (DC) bolnikov s kronično vnetno črevesno boleznijo ter 
opredeliti njihovo vlogo pri odzivu na tovrstno zdravljenje. Želeli smo poiskati napovedne 
dejavnike s pomočjo katerih bi lahko napovedali odziv na takšno zdravljenje.  
 
V raziskavo smo vključili trideset bolnikov s kronično vnetno črevesno boleznijo (14 z 
ulceroznim kolitisom in 16 s Crohnovo boleznijo). Vsem bolnikom smo odvzeli bioptične 
vzorce sluznice debelega črevesa pred zdravljenjem z zaviralci TNFα (infliksimab pri 
trinajstih bolnikih ter adalimumab pri sedemnajstih bolnikih) in po njem. S pretočno 
citometrijo smo v odvzetih vzorcih črevesne sluznice opredelili fenotip in delež 
konvencionalnih in plazmacitoidnih dendritičnih celic. Aktivnost bolezni pred začetkom 
zdravljenja in po njem  smo ocenjevali endoskopsko.  
 
Pred začetkom zdravljenja je bil delež konvencionalnih dendritičnih celic v vneti sluznici višji 
(7,8 %) kot v nevneti (4,5 %; p = 0,003),  medtem ko je bil delež dendritičnih celic, ki so 
izražale CD103+, v vneti sluznici nižji (47,1 %) kot v nevneti (57,3 %; p = 0,03). Po 12 tednih 
zdravljenja je delež konvencionalnih dendritičnih celic v vneti sluznici upadel s 7,8 % na 4,5 
% (p = 0,014), delež dendritičnih celic CD103+ je ostal nespremenjen. 18 bolnikov (60 %) se 
je odzvalo na zdravljenje z zaviralci TNFα. V vneti sluznici teh bolnikov je bil delež 
konvencionalnih dendritičnih celic pred zdravljenjem pomembno višji kot pri neodzivnih 
bolnikih (9,16 % proti 4,4 %; p  0,01). Pri teh bolnikih je bila tudi višja izraženost HLA-DR 
na površini DC (MFI 12152 proti 8837; p = 0,038).  
 
Določanje deleža konvencionalnih dendritičnih celic v vneti sluznici bolnikov s kronično 
vnetno črevesno boleznijo pred začetkom zdravljenja bi lahko uporabili kot napovednik  
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odziva na zdravljenje z zaviralci TNFα.  93 %  bolnikov z deležem konvencionalnih 
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Inappropriate immune response to gut microbiota is involved in the pathogenesis of 
inflammatory bowel disease. Dendritic cells play a crucial role in the control of inflammation 
and immune tolerance in the gut. 
 
We aimed to investigate the effects of tumor necrosis factor alpha (TNF) inhibitors on 
intestinal dendritic cells of patients with inflammatory bowel disease and their potential role 
in predicting response to treatment. Also, we wished to find the predictors of response on 
such treatment. 
 
Intestinal biopsies (inflamed and uninflamed areas) were obtained from 30 patients with 
inflammatory bowel disease (14 ulcerative colitis patients and 16 Crohn's disease patients) 
before and after the treatment with TNF inhibitors (infliximab 13 patients, adalimumab 17 
patients). The proportions of lamina propria dendritic cells phenotypes were analyzed using 
flow cytometry. Disease activity was endoscopically assessed at baseline and after induction 
treatment. 
 
At baseline, the proportion of conventional dendritic cells was higher in inflamed (7,8%) 
compared to uninflamed mucosa (4,5%) (p = 0.003) and the proportion of CD103+ dendritic 
cells was lower in inflamed (47,1%) versus uninflamed mucosa (57,3%) (p = 0.03). After 12 
weeks of treatment, the proportion of conventional dendritic cells in inflamed mucosa 
decreased from 7,8% to 4,5% (p = 0.014), whereas the proportion of CD103+ dendritic cells 
remained unchanged. 18 out of 30 (60%) patients responded to treatment at week 12. 
Responders had significantly higher proportion of conventional dendritic cells (9,16% vs 
4,4%, p  0.01) with higher expression of HLA-DR (MFI 12152 vs 8837, p = 0.038) in 
inflamed mucosa before treatment compared to non-responders.  
 
The proportion of conventional dendritic cells above 7% in inflamed inflammatory bowel 
disease mucosa before treatment predicts endoscopic response to TNF inhibitors. 93% of 
patients with proportion of conventional dendritic cells above 7% responded to treatment. 
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Prebavni trakt je stalno v stiku s številnimi antigeni zato mora imunski sistem prepoznati in 
odstraniti škodljive mikrobe ter hkrati razviti imunsko toleranco  proti neškodljivim 
mikrobom. Velik pomen pri regulaciji imunskega odziva imajo dendritične celice. Porušena 
regulacija imunskega sistema se kaže kot neprimeren odziv na antigene, kar vodi v nastanek 
kronične vnetne črevesne bolezni (1). 
 
1.1 Kronična vnetna črevesna bolezen 
 
Kronična vnetna črevesna bolezen (KVČB), kamor sodita ulcerozni kolitis (UC) in Crohnova 
bolezen (CB), je progresivno vnetje prebavnega trakta neznanega vzroka. Pri nastanku 
bolezni najverjetneje sodelujejo dejavniki iz okolja, mikrobiota, poškodba epitelne bariere in 
motnja v regulaciji imunskega sistema pri genetsko predisponirani osebi. Za bolezen je 
značilen kroničen potek z različno dolgimi obdobji remisije (2).  
 
KVČB je razširjena po vsem svetu, vendar se najpogosteje pojavlja v razvitih deželah. V 
Evropi  je incidenca UC 8,9 bolnika na 100.000 prebivalcev ter CB 7,4 bolnika na 100.000 
prebivalcev. Incidenca tako UC kot CB nenehno narašča. Bolezen se lahko pojavi v vseh 
starostnih obdobjih, a najpogosteje prizadene mlade v starostnem obdobju med 15. in 40. 
letom starosti. Enako pogosta je pri obeh spolih, pogostejša pa pri belcih, predvsem Židih (3).  
 
Obe obliki KVČB se pogosteje pojavljata v določenih družinah. Kar 20–30 % bolnikov ima 
pozitivno družinsko anamnezo za KVČB. Odkritih je bilo 163 genov, ki sodelujejo pri 
nastanku KVČB. 110 genov je povezanih z obema podtipoma KVČB, 30 genov je povezanih 
samo s CB in 23 genov samo z UC.  Pri nastanku bolezni tako najverjetneje sodeluje več 
genov (poligenska bolezen) (4). Mutacije oziroma polimorfizmi v teh genih le povečajo 
tveganje za pojav bolezni; za izražanje oziroma ekspresijo gena so potrebni tudi dejavniki iz 
okolja. NOD-2 (angl. nucleotide-binding oligomerization domain containing 2) je prvi odkriti 
gen, katerega polimorfizem je povezan s pojavom CB. Gen kodira zapis za protein, ki deluje 
kot znotrajcelični receptor in je odgovoren za prenos signala ob okužbi z bakterijo. Aktivacija 
proteina NOD-2 sproži avtofagijo DC (4).  
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Bolniki z UC in CB imajo podobne klinične simptome, kot so diareja, hemohezija in bolečine 
v trebuhu. Glede na lokalizacijo in globino vnetja ter zaplete sta  bolezni zelo različni 
(preglednica 1) (5). Še vedno ni znano, ali gre za dve različni bolezni ali le za različen 
odgovor na številna vnetna dogajanja. 
 
Bolezen ni vedno omejena le na črevesje, pri 6–47 % bolnikov opazimo zunajčrevesne 
simptome. Najpogosteje so prizadeti sklepi (poliartritis, monoartritis, sakroili-itis, 
ankilozirajoči spondilitis), koža (nodozni eritem, gangrenozna poidermija), oči (iridociklitis, 
uveitis) ter hepatobiliarni trakt (sklerozirajoči holangitis, avtoimunski hepatitis) (6).  
 
 
Preglednica 1. Ključne značilnosti ulceroznega kolitisa in Crohnove bolezni (5) 
 
Značilnosti Ulcerozni kolitis Crohnova bolezen 
Incidenca 0,9–24,3 /100.000 prebivalcev/leto 0,5–10,6/100.000 prebivalcev/leto 
Dejavniki tveganja 
Genetika, okolje (kajenje in 
apendektomija protektivna dejavnika 
Genetika, okolje (kajenje je dejavnik 
tveganja za težji potek in izhod 
bolezni) 
Začetek bolezni Med 15. in 40. letom Med 15. in 40. letom 
Lokalizacija bolezni 
Samo debelo črevo: E1–50 %, E2–25 
%, E3 – 20 % 
Katerikoli del prebavne cevi, 
najpogosteje ileocekalno 
Endoskopski videz 
Kontinuirano vnetje od rektuma do 
cekuma 
Nekontinuirani vzorec s predeli zdrave 
sluznice (lezije na preskok) 
Patohistološki videz 
Površinsko vnetje sluznice (mukoza in 
submukoza) 
Transmuralno vnetje (vse plasti 
črevesne stene) 
Klinični simptomi in znaki 
Krvava driska, tenezmi,  abdominalni 
krči, utrujenost, slabokrvnost 
Driska (redko krvava), bolečine v 
trebuhu, utrujenost, izguba telesne 
teže, vročina, slabokrvnost 
Zunajčrevesne manifestacije  
(v 6–47 %) 
Sklepi, koža, oči, jetra, motnje 
koagulacije 
Sklepi, koža, oči, jetra, motnje 
koagulacije 
Zapleti 
Krvavitev, toksični megakolon, 
perforacija črevesa, rak debelega 
črevesa in danke 
Stenoze, abscesi, fistule, karcinom 
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Bolniki s KVČB imajo tudi večje tveganje za pojav malignih obolenj črevesja. Dejavnik 
tveganja je trajanje in razširjenost bolezni. Pri bolnikih z UC se tveganje za pojav raka 
debelega črevesa pojavi po 8–10 letih in se veča za 0,5–1% na leto. Absolutno tveganje je 2–5 
% po 10 letih, po 20 letih znaša 8 % ter 18 % po 30 letih bolezni. Poleg raka debelega črevesa 
so pri bolnikih s KVČB pogostejši tudi žlezni rak tankega črevesa, intestinalni limfom in rak 
žolčnih izvodil (holangiokarcinom) (7). 
 
Diagnozo KVČB postavimo na osnovi anamneze, biokemičnih markerjev ter endoskopskih in 
slikovnih preiskav.  
 
Laboratorijske preiskave so neznačilne, vendar nam dajo pomembne podatke o bolnikovem 
splošnem stanju, vnetni aktivnosti in uspešnosti našega zdravljenja. Za oceno biokemične 
aktivnosti bolezni se poslužujemo C-reaktivnega proteina (CRP), sedimentacije eritrocitov in 
kalprotektina v blatu (8).  
 
Endoskopske (gastroskopija, kolonoskopija, enteroskopija, kapsulna endoskopija) in slikovne 
preiskave (magnetno resonančna enterografija) so danes zlati standard za postavitev diagnoze 
KVČB. Na osnovi endoskopskega videza sluznice lahko že ločimo med obema oblikama 
KVČB. Ob endoskopski preiskavi lahko odvzamemo biopte iz sluznice črevesja in hkrati 
opravljamo tudi terapevtske posege (9).  
 
Za določanje razširjenosti in resnosti KVČB uporabljamo Montrealsko klasifikacijo 
(preglednici 2 in 3) (10).  
 
Preglednica 2. Montrealska klasifikacija ulceroznega kolitisa (10) 
 
Razširjenost Resnost 
E1 – proktitis S0 – klinična remisija 
E2 – levostranski kolitis S1 – blaga aktivnost UC 
E3 – razširjeni kolitis S2 – zmerna aktivnost 
 S3  – huda aktivnost 
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Preglednica 3. Montrealska klasifikacija Crohnove bolezni (10) 
 
Starost ob diagnozi: A1 – pod 16 let 
                                 A2  – med 17. in 40. letom 
                                 A3  – nad 40 letom 
Lokacija:                  L1 – ileum 
                                 L2 – kolon 
                                 L3 – ileocekalno 
                                 L4 – samo zgornja prebavila 
Fenotip:                    B1 – nepenetrantna, nestenozantna oblika 
                                 B2 – stenozantna oblika 
                                 B3 – penetrantna oblika 
                                    p – perianalna oblika  
 
 
UC je najpogostejša oblika KVČB. Zanj je značilen neprekinjen vzorec vnetja, ki se začne v 
danki in širi navzgor po sluznici debelega črevesa. Vnetni proces je omejen na sluznico in 
sestoji iz kriptnih abscesov, v katerih so limfociti, plazmatke in predvsem granulociti. Razjede 
vidimo le v času zagona bolezni (11). V 50 % je vnetje omejeno le na rektum (proktitis – E1), 
v 25 % sega vnetje do lienalne fleksure (levostranski kolitis – E2) in v 20 % se razširi na 
celotno debelo črevo (razširjeni kolitis – E3). Bolniki z UC pogosto navajajo krvave driske, 
imajo lažne pozive na blato in krče v trebuhu (12).  
 
Glede na aktivnost UC ločimo (13):  
 
 blago obliko, pri kateri imajo bolniki do štiri stolice na dan, med blatom je le malo 
krvi, sistemskih znakov vnetja ni 
 zmerno aktivno obliko, pri kateri imajo bolniki do šest stolic na dan, rahlo povišano 
telesno temperaturo in blage sistemske znake vnetja  
 hudo obliko, pri kateri imajo bolniki več kot 6 stolic na dan, stolice so krvavo gnojne, 
bolniki imajo povišano telesno temperaturo in zelo izražene sistemske znake vnetja. 
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Pri CB vidimo tipičen nekontinuirani vzorec vnetja, ki se lahko pojavi kjerkoli v 
gastrointestinalnem traktu, čeprav sta najpogosteje prizadeta terminalni ileum in desni kolon. 
Transmuralno vnetje je značilna lastnost CB, globlja vnetna prizadetost tkiva je razlog za 
številne resne zaplete, kot so zožitve, abscesi in tvorba fistul. Epiteloidni granulomi so tipični 
za CB in omogočajo histološko ločevanje med boleznima. V histoloških preparatih najdemo 
granulome le pri okoli 20–40 % bolnikov (11). Bolezen se lahko pojavi v katerem koli delu 
prebavne cevi, od ust do anusa. V 45 % je bolezen omejena na tanko črevo, predvsem 
terminalni ileum (L1), v 32 % je bolezen omejena le na debelo črevo (L2). Zelo redko (v 4 %) 
so prizadeta samo zgornja prebavila (L4) ter v 19 % ileocekalni predel (L3). Večina bolnikov 
(81 %) ima nepenetrantni nestenozantni fenotip bolezni (B1), 5 % stenozantnega (B2) in 14 % 
penetrantnega (B3) (14).  
 
Bolezenski simptomi so odvisni od anatomske lokalizacije vnetja, njegove intenzivnosti in 
tendence k zoževanju črevesne svetline. Za bolnike s CB sta predvsem značilni bolečina v 
trebuhu in vodena driska. Krvave driske se pojavijo le, če je vneto debelo črevo (14).  
 
Diagnoza KVČB ter razlikovanje med UC in CB temeljita na klinični in histološki sliki. Če 
vnetje v debelem črevesu nima vseh histoloških značilnosti UC ali CB, govorimo o 
indeterminiranem kolitisu (11). 
 
Zdravljenje KVČB je simptomatsko, saj ne poznamo dejanskega vzroka za nastanek bolezni. 
Pri zdravljenju si pomagamo s kliničnimi napovedniki slabega izhoda KVČB (preglednica 4). 
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Preglednica 4. Napovedniki slabega izhoda KVČB (15) 
 
ULCEROZNI KOLITIS CROHNOVA BOLEZEN 
Starost pod 40 let Starost pod 40 let 
Obseg bolezni (razširjeni kolitis) Perianalna bolezen 
Kratko trajanje bolezni Stenozantna bolezen 
Pridruženi primarni sklerozirajoči holangitis Huda prizadetost tankega črevesa ali zgornjih 
prebavil 
Odvisnost od kortikosteroidov Potreba po steroidih ob prvem zagonu 
CRP več kot 30 Predhodni operativni posegi 
 Endoskopske lezije : globoki ulkusi  
 
Zdravila so pomembna za zdravljenje akutnih zagonov bolezni in za vzdrževanje remisije; ta 
je lahko klinična (umiritev simptomov bolezni), biokemična (normalizacija biokemičnih 
kazalcev vnetja - CRP, kalprotektin) in endoskopska (popolna zacelitev sluznice) (16). 
Doseganje predvsem endoskopske remisije je zelo pomembno, saj nekontrolirano vnetje 
črevesne sluznice pri CB vodi do pojava striktur, fistul, abscesov in posledičnega kirurškega 
zdravljenja (14). Nekontrolirano vnetje pri UC je razlog za trajno poškodbo organa, zaradi 
katere 20 % bolnikov po desetih letih aktivne bolezni potrebuje kolektomijo (12).  
 
Sodobni cilji zdravljenja so tako (16):  
 vzdrževanje remisije brez kortikosteroidov  
 doseganje popolne endoskopske remisije 
 izboljšanje kakovosti življenja 
 zmanjšanje števila »hospitalizacij« in kirurških posegov  
 
Omenjene cilje lahko dosežemo s številnimi zdravili, kot so 5-aminosalicilati, imunosupresivi 
(tiopurini, metotreksat) in biološka (tarčna) zdravila (17).  
 
5-aminosalicilno kislino (5-ASA) uporabljamo za zdravljenje akutnih zagonov in vzdrževanje 
remisije UC. Za zdravljenje CB je zaradi neučinkovitosti ne uporabljamo. 5-ASA učinkuje  
protivnetno preko več mehanizmov: znižanje sintezo prostglandinov z zavoro ciklooksigenaz,  
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zavre tvorbo provnetnih citokinov ter zavre migracijo, degranulacijo in fagocitozo 
nevtrofilcev (18, 19). 
 
Kortikosteroidi so zdravila, ki jih uporabljamo le za zdravljenje akutnih zagonov KVČB. 
Zaradi številnih stranskih učinkov (osteoporoza, katarakta, pogostejše okužbe, sladkorna 
bolezen, prerazporeditev maščevja, psihoza ...) niso primerni za vzdrževanje remisije. 
Kortikosteroidi zavirajo proliferacijo in razvoj vnetnih celic v kostnem mozgu ter upočasnijo 
njihovo migracijo na mesto vnetja. Vezava kortikosteroidov na specifični citosolni receptor 
sproži translokacijo kompleksa kortikosteroid-receptor v jedro, kjer pride do aktivacije ali 
supresije genskega prepisa. Kortikosteroidi lahko tako zavrejo provnetni transkripcijski faktor 
in s tem preprečijo tvorbo provnetnih citokinov (20). 
 
Klasični imunosupresivi, ki jih uporabljamo za vzdrževanje remisije tako UC kot CB, so: 
azatioprin, 6-merkaptopurin, metotreksat, ciklosporin. Metotreksat vpliva na preživetje 
imunskih celic z zavoro celične proliferacije in indukcije apoptoze (21). Azatioprin in 6-
merkaptopurin zavirata celice naravne kot tudi specifične imunosti ter lahko sprožita 
apoptozo limfocitov T (22). 
 
Biološka zdravila se uporabljajo za indukcijo in tudi vzdrževanje remisije pri bolnikih s 
KVČB. Po njih posežemo v primeru refraktarnosti ali intolerance za klasične imunosupresive 
ali pri hudo potekajoči bolezni, ko želimo doseči čimprejšni učinek. Uporabljamo jih tako pri 
zdravljenje UC kot CB. Zdravila, ki jih trenutno uporabljamo, so monoklonska protitelesa, 
usmerjena proti določenim citokinom ali integrinom (23). TNFα je najverjetneje ključni 
citokin v patogenezi KVČB, zato lahko pri zdravljenju te bolezni učinkovito uporabljamo 
zaviralce TNFα (infliksimab, adalimumab, certolizumab, golimumab). V primerjavi s 
konvencionalnim  zdravljenjem (tiopurini, kortikosteroidi, aminosalicilati) z zaviralci TNFα 
dosežemo višjo stopnjo remisije in sluznične zacelitve (24–26). Tretjina bolnikov s KVČB se 
na takšno zdravljenje ne odzove (angl. primary non-responders). Visoka stopnja neodzivnosti 
na zdravljenje z zaviralci TNFα nakazuje, da obstajajo še drugi mehanizmi in vnetni citokini, 
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Neuspešno zdravljenje z zaviralci TNFα je zelo drago, poleg tega se lahko razvijejo resni 
stranski učinki (28). Trenutno ni na voljo napovednikov, s katerimi bi lahko pred začetkom 
zdravljenja napovedali odzivnost na zaviralce TNF in njihovo uspešnost.  
 
1.2  Etiopatogeneza kronične vnetne črevesne bolezni 
 
Pri nastanku KVČB ima ključno vlogo porušena regulacija imunskega sistema v lumnu 
črevesja pri genetsko dovzetnih osebah (29). Imunski sistem v gastrointestinalnem traktu 
mora prepoznati in odstraniti škodljive mikrobe ter hkrati razviti imunsko toleranco proti 
neškodljivim mikrobom. Pomembno vlogo pri vzdrževanju imunskega ravnovesja imajo 
antigen predstavitvene celice (APC). Dendritične celice (DC) so najučinkovitejše APC in so 
pomembne pri nadzoru tako naravne kot specifične imunosti. Nastajajo v kostnem mozgu in 
so v večini perifernih tkiv, od kože do prebavnega trakta (30–33).  
 
Fenotipsko se DC med seboj razlikujejo; poznamo dva glavna podtipa DC, in sicer  
konvencionalne (cDC) in plazmacitoidne (pDC) (34–37). Glede na opravljene študije so 
mnenja, da so odstopanja v deležu cDC in pDC ter njihove fenotipske  spremembe vzrok za 
nekontrolirano vnetje, kakršno vidimo pri KVČB. Pri bolnikih z aktivno KVČB ugotavljajo 
pomanjkanje tako cDC kot tudi pDC v periferni krvi najverjetneje zaradi njihove migracije v 
črevesno sluznico. V vnetih predelih črevesne sluznice posledično najdemo povišan delež 
aktiviranih cDC (38–41). 
 
Po doslej znanih podatkih, naj bi bila v patogenezi CB pomembna Th1- celična pot, medtem 
ko naj bi za nastanek UC bila pomembna Th2- celična pot. V zadnjem času je vse več 
podatkov, da naj bi aktivacija Th17- celične poti in neravnovesje med celicami Th17/Treg 
imela ključno vlogo pri nastanku intestinalnega vnetja (42–44). 
 
1.3  Imunski odziv v prebavnem traktu 
 
Površina prebavnega trakta je 200-krat večja od površine kože. Zaradi velike raznolikosti 
mikrobov, ki prehajajo skozi sluznico prebavil, je imunski sistem v sami sluznici zelo 
kompleksen in sestoji iz intestinalnih epitelnih celic, dendritičnih celic in makrofagov (32).  
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Intestinalno epitelno bariero sestavljajo številne celice, kot so: enterociti, čašaste celice (angl. 
goblet cells), nevroendokrine celice, Panethove celice in celice M (45). Panethove celice v 
terminalnem ileumu so bogat vir proteina NOD-2; v njih se vrši tudi avtofagija. Intraepitelne 
celice skupaj tvorijo kripte in resice, med seboj so povezane s tesnimi stiki, izločajo 
antimikrobno sluz in ločijo intraluminalne patogene od imunskih celic v lamini propriji 
črevesne sluznice (29, 33). Sluz, ki pokriva luminalno stran črevesne epitelne bariere, izločajo 
predvsem čašaste in Panethove celice. Glavna komponenta sluzi je glikolizirani mucin. 
Izčrpanost čašastih celic in zmanjšano nastajanje mucina sta značilni najdbi pri bolnikih z UC 
(46). Pri bolnikih s KVČB ugotavljamo tudi izčrpanost Panethovih celic (45).  
 
Celovitost črevesne epitelne bariere vzdržujejo tesni stiki med epitelnimi celicami. Kadar je 
propustnost bariere povečana, patogene bakterije brez težav iz lumna črevesja preidejo v 
notranjost črevesne sluznice, kjer se srečajo z imunskimi celicami in sprožijo vnetje. Pri 
bolnikih s KVČB naj bi bila integriteta črevesne bariere poškodovana, kar omogoči povečan 
prehod črevesne vsebine in posledično stalno vnetno dogajanje (45, 47). 
 
Imunski sistem v gastrointestinalni sluznici mora prepoznati in odstraniti škodljive mikrobe 
ter hkrati razviti imunsko toleranco proti neškodljivim komenzalnim mikrobom. Razlikovanje 
med patogenimi in komenzalnimi mikrobi je bistvenega pomena za vzdrževanje imunske 
homeostaze (48). 
 
Imunski sistem v črevesni sluznici (angl. gut-associated lymphoid tissue-GALT) tvorijo 
različni tipi celic, ki so med epitelijskimi celicami ali v lamini propriji črevesne sluznice. 
GALT tako sestavljajo intraepitelijski limfociti T CD8+, limfociti T CD4+, limfociti B, 
makrofagi in DC. Epitelijske celice ločijo GALT od lumna črevesja in njegove vsebine. 
GALT in mezenterične bezgavke so mesto, kjer se začne imunski odziv v gastrointestinalnem 
traktu (49). 
 
Pomembno vlogo pri vzdrževanju imunskega ravnovesja imajo predvsem APC. Dendritične 
celice so najučinkovitejše APC in so pomembne pri nadzoru tako naravne kot specifične 
imunosti (29, 30). So zelo heterogene in predstavljajo le 1–2 % celotnega števila celic (50). V 
normalnih fizioloških pogojih, ko DC niso aktivirane, se imunski sistem na antigene hrane in 
komenzalne bakterije odzove tolerogeno. Ob prisotnosti patogenov se aktivirajo lokalne DC, 
ki začnejo izražati kostimulatorne molekule in izločati citokine. Vnetni citokini IL-1 in TNF 
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povečajo dozorevanje in migracijo DC v področje vnetja, nasprotno IL-10 zmanjša migracijo 
DC in omogoči imunosupresijo (51, 52). Porušena regulacija imunskega sistema se kaže kot 
neprimeren odziv na antigene in razvoj kroničnih bolezni.  
 
1.4  Dendritične celice 
 
Imunski sistem se sestoji iz naravne in specifične imunosti. Naravna imunost opravlja vlogo 
prve obrambne črte pri vdoru mikroorganizmov v telo in sodeluje pri razvoju specifične 
imunosti. Poglavitne celice, ki sodelujejo pri razvoju specifičnega imunskega odziva, so APC, 
limfociti T in limfociti B (53).  
 
DC kot najučinkovitejše APC nastajajo v kostnem mozgu in so v večini perifernih tkiv, od 
kože do prebavnega trakta. DC razlikujemo glede na njihove fenotipske značilnosti, 
anatomsko lokacijo in funkcijo (54). So relativno velike celice s citoplazmo zbrano v 
psevdopodijih raznih velikosti in oblik (55). Vsem DC je skupno, da prepoznajo in 
fagocitirajo tujke, izločajo vnetne mediatorje in predstavljajo antigene celicam T- 
pomagalkam. DC, ki krožijo po krvi, morfološko ne moremo ločiti od monocitov. Ločimo jih 
lahko le s pomočjo imunofluorescenčnih metod za določanje receptorjev in drugih molekul na 
površini (55). Populacija DC na svoji površini ne izloča molekul, ki so značilne za druge 
levkocitne celične vrste, temveč izraža molekule HLA-DR (molekule poglavitnega kompleksa 
tkivne skladnosti razreda II- MHC) (55). 
 
DC glede na diferenciacijo iz predhodnih celic delimo na konvencionalne (prej mieloidne) 
dendritične celice (cDC) ter plazmacitoidne dendritične celice (pDC). V podskupino cDC 
spadajo intersticijske DC in Langerhansove celice (30, 43).  
 
cDC izražajo mieloidne označevalce, kot so CD11b, CD11c in CD33, ter so glavne APC. 
Imajo veliko sposobnost fagocitoze in stimulacije limfocitov T (30, 53). Na svoji površini 
izražajo MHC razreda II in adhezijske molekule (CD11a, CD58, CD54, CD50, CD102). 
Pojav kostimulatornih molekul (CD80 in CD86) na površini cDC je znak zorenja DC v 
procesu imunskega odziva; CD86 se izraža v zgodnji fazi zorenja, medtem ko se CD80 in 
CD83 pojavita na površini zrelih DC (30, 43).  
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pDC se fenotipsko razlikujejo od cDC. So CD11c-, CD123+, CD303+ ter izločajo velike 
količine interferona. Imajo slabo sposobnost fagocitoze in antigenske predstavitve, vendar 
ključno vlogo pri vzpostavljanju imunske tolerance preko regulatornih limfocitov T (T reg ) 
(43, 56). 
 







Slika 1. Nezrele in zrele DC: stimulatorne in regulatorne dendritične celice. Dendritične 
celice pod vplivom provnetnih snovi spodbudijo efektivni imunski odziv – proliferacijo celic 
T- pomagalk v fenotip Th1, Th2 ali Th17. Ta ključna pot omogoča organizmu, da odstrani 
patogene snovi. Pod vplivom tolerogenih substanc pride do zavrtja T- celične aktivacije in 
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1.4.1 Nezrele dendritične celice 
                                                                                                                                                                                                                                               
Nezrele DC nastanejo v kostnem mozga, od koder prehajajo v kri in dosežejo katerokoli 
periferno limfatično tkivo (53, 57). Neprestano »vzorčijo« okolje s pomočjo specifičnih 
receptorjev, imenovanih »pattern recognition receptors« (PRR). Med receptorje PRR spadajo: 
Toll-like receptorji (TLR), lektini tipa C in znotrajcelični NOD like receptorji (58–61). 
Sposobnost fagocitoze je največja v nezreli razvojni stopnji. Antigen vnesejo s fagocitozo, 
pinocitozo ali specifično receptorsko endocitozo. Pri slednji sodelujejo receptorji za Fc-del 
imunoglobulinov, lektini tipa C in TLR. DC lahko aktivirajo številne snovi kot so mikrobi, 
lizirane umirajoče celice, celice naravne imunosti in celice specifične imunosti (51, 53).  
 
Po stiku nezrelih DC z deli bakterijske stene, virusnimi in vnetnimi produkti ter citokini se 
sproži zorenje DC. DC se fenotipsko in funkcijsko povsem spremenijo. Začnejo izločati 
citokine, ki avtokrino in parakrino spodbujajo zorenje DC ter aktivirajo efektorske limfocite T 
(49, 62). Hkrati z dozorevanjem se sproži migracija DC po limfi v regionalne limfatične 
vozliče (49). S pomočjo receptorjev za kemokine (CCR1, CCR2, CCR5 in CXCR1), 
receptorjev za komplement in adhezivnih molekul nato nezrele DC prehajajo preko endotelne 
bariere (63, 64). 
 
1.4.2  Zrele dendritične celice 
 
Specifični imunski odziv se torej začne z aktivacijo DC in njihovo preobrazbo v zrele DC. 
Zrele DC nato izražajo več molekul poglavitnega histokompatibilnega kompleksa razreda I 
(MCH-I) in razreda II (MCH-II) ter kostimulatorne molekule (65). Kostimulatorne molekule, 
ki jih izražajo zrele DC, so CD40, CD80, CD86 in CD83 (49, 53). Na površini zrelih DC 
opažamo tudi večje izražanje molekul HLA-DR (43).  
 
Zrele DC imajo še vedno ohranjeno sposobnost migracije, ki je sedaj usmerjena v T-celično 
področje regionalnih bezgavk, kjer predstavijo antigen naivnim limfocitom T (63). 
Sekundarno limfatično tkivo z izločanjem kemokinov usmerja migracijo zrelih DC, ki na 
svoji površini izražajo receptorje za kemokine CCR7 (64).  
 
Kemokini so majhni citokini, ki privlačijo imunske celice ter nadzirajo migracijo levkocitov 
iz krvi v tkiva in razporeditev imunskih celic. Glede na funkcijske lastnosti jih delimo na 
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vnetne in homeostatske kemokine (53). Na mestu okužbe tkivni makrofagi in epitelne celice 
tvorijo vnetne kemokine, ki se vežejo na proteoglikane (receptor za kemokine) na luminalni 
površini endotelijskih celic, ter tako povečajo afiniteto levkocitnih integrinov za ligande na 
površini endotelnih celic. TNF in IL-1 pospešita tvorbo vnetnih kemokinov ter povečata 
ekspresijo ligandov (ICAM-1 in VCAM-1) na površini endotelijskih celic (53). Vnetni 
kemokini spodbudijo migracijo levkocitov v poškodovano ali okuženo tkivo, sprožijo imunski 
odziv in  spodbujajo celjenje. Druga vrsta kemokinov so homeostatski kemokini, ki stalno 
nastajajo v limfatičnih organih (brez vnetnega stimulusa) in so pomembni za migracijo 
limfocitov v tkiva ter ohranjanje homeostaze (53, 66). Limfociti T, ki potujejo v črevesje, na 
svoji površini izražajo integrin α4ß7 (gut homing integrin) (67).  
Glede na strukturo (cisteinski aminokislinski ostanek v strukturi njihovih molekul) delimo 
kemokine v štiri skupine (53, 66):  
 
 kemokini CXC 
 kemokini CC 
 kemokini CX3C 
 kemokini C 
 
Zrele DC z izločanjem citokinov (IL-12, IL-23, IL-10) in ekspresijo površinskih molekul nato 
vplivajo na diferenciacijo naivnih limfocitov T v celice Th1, Th2, Th17 in Treg, ki nato 
potujejo na mesto vnetja (63, 68).  
 
1.4.3 Aktivacija in diferenciacija limfocitov 
 
Specifični imunski odziv je potreben za obrambo pred patogenimi organizmi. Napačno 
uravnavan imunski sistem vodi v kronična vnetja, alergije in avtoimunske bolezni. Osnovne 
celice imunskega odziva so celice T- pomagalke, ki se lahko naprej diferencirajo v efektorske 
in regulatorne celice (69). Končni fenotip efektorskih limfocitov T je torej odvisen od vrste 
antigenov in citokinov v okolici. Za aktivacijo in diferenciacijo naivnih celic T-  pomagalk so 
potrebni trije signali, ki jih zagotavljajo zrele DC (70) (slika 2). 
 
 Prvi signal nastane pri prepoznavi peptidnega antigena s T- celičnim receptorjem 
(TCR), ki ga predstavijo DC preko molekule MHC-II (65).  
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 Drugi signal je kostimulatorni. Kostimulatorni molekuli (CD80 in CD86) na DC se 
vežeta z ligandom CD28 na limfocitu T (63). Same kostimulatorne molekule ne 
morejo aktivirati limfocitov T do efektorskih celic, lahko le ojačajo ali oslabijo signale 
preko TLR. Ob odsotnosti kostimulatornih molekul postanejo limfociti T neodzivni, 
kar je ključnega pomena za vzdrževanje tolerance (57). 
 
 Tretji signal diferenciacije celic T- pomagalk je odvisen od citokinov, ki jih izločajo 
DC. DC, ki izločajo IL-12, IL-13, IL-27 in IL-18, usmerjajo diferenciacijo celic T -
pomagalk v podvrsto Th1. Izločanje IL-4, IL-15 in TNFα vodi v diferenciacijo v Th2 
in izločanje IL-1, IL-6, IL-23 v Th17 (53). Pod vplivom IL-10 in transformirajočega 
rastnega dejavnika beta (TGF-) se limfociti T diferencirajo v Treg (63).  
 
 
Treg so prisotni v intestinalni sluznici in nadzirajo celično homeostazo. Aktivacija teh celic 
najverjetneje zavre vnetni odziv na komenzalne bakterije, kar je bistvenega pomena za 
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Slika 2. Imunska sinapsa; povezave med dendritično celico in limfocitom T ter signali, ki so 
pomembni za aktivacijo in diferenciacijo limfocitov T. Signal 1: predstavitev antigena preko 
povezave kompleksa MHC s TCR. Signal 2: povezava preko kostimulatornih molekul 
CD80/CD86 na DC in CD28 na limfocitu T. Signal 3: citokini iz DC vplivajo na  
diferenciacijo limfocitov T (70). 
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1.5  Intestinalne dendritične celice v patogenezi kronične vnetne črevesne bolezni 
 
Intestinalne DC imajo strateški položaj v lamini propriji črevesne sluznice (slika 3), kar jim 
omogoča dostop do luminalnih antigenov, njihovo prepoznavo in iniciacijo imunskega 




Slika 3. Celice naravne in specifične imunosti ter citokini, ki so vpleteni v patogenezo 
KVČB. Številne celice imunskega sistema, ki so v črevesni sluznici, proizvajajo različne 
citokine; tako provnetne kot protivnetne. Dejavniki iz okolja (npr. komenzalne bakterije) so 
tisti, ki sprožijo izločanje citokinov iz dendritičnih celic, nevtrofilcev, makrofagov, naravnih 
celic ubijalk, intestinalnih epitelnih celic, celic T- pomagalk in celic Treg. Na sliki so 
prikazane celice in citokini, ki sodelujejo pri nastanku vnetja sluznice bolnikov s kronično 
vnetno črevesno boleznijo (5). 
 
V stabilnem stanju se intestinalne DC slabo odzivajo na TLR- ligacijo, neprestano izločajo 
protivnetne citokine (IL-10) in vzdržujejo imunsko toleranco s pomočjo Treg ter tako 
preprečijo nepotrebno vnetje in preobčutljivost (71). Intestinalne DC neprestano indirektno 
vzorčijo topne antigene v lumnu črevesja s pomočjo endocitoze, ki jo vršijo epitelne čašaste 
celice in makrofagi, ter direktno s pomočjo psevdopodijev, ki penetrirajo skozi medepitelijske 
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stike in dosežejo lumen črevesja (37). Črevesno okolje, vključno z mikrobioto in 
prehranskimi dejavniki, oblikuje intestinalne dendritične celice ter vpliva na njihovo 
delovanje (37). Intestinalne DC lahko aktivirajo lokalne limfocite T ali migrirajo v 
mezenterične bezgavke, kjer sodelujejo v procesu specifičnega imunskega odziva (30). 
 
V lamini propriji črevesne sluznice so specifične CD103+ DC, ki so odgovorne za indukcijo 
celične tolerance (72). Ob prisotnosti TGF- in retinoične kisline lahko CD103+ DC 
spodbudijo razvoj Treg (73). CD103+ DC imajo na svoji površini visoke količine CCR7, kar 
jim v stabilnem stanju omogoča neprestano migracijo do mezenteričnih bezgavk. Migracijska 
sposobnost intestinalnih DC je pomembna pri vzpostavljanju imunske tolerance (74). 
Retinoična kislina, ki jo izločajo CD103+ DC, je pomembna za regulacijo črevesnih 
označevalcev (α4ß7 in CCR9) na limfocitih T. Intestinalne DC vplivajo tudi na odziv Th17 in 
so pomemben vir IL-23 (74). Pri zdravi populaciji so intestinalne DC v neaktivnem, 
tolerogenem stanju. 
 
Poleg omenjenih DC v črevesni sluznici najdemo še CD103- DC, ki prav tako vplivajo na 
specifični imunski odziv; mehanizem delovanja teh celic še ni popolnoma razjasnjen. Menijo, 
da proizvajajo IL-6 in IL-23 in sodelujejo pri aktivaciji poti Th1 in Th17 (74, 75).  
 
Pri bolnikih s KVČB nastopijo izrazite spremembe v fenotipski populaciji in številu DC v 
črevesni sluznici. Bolniki s KVČB imajo povišano število aktiviranih DC v vnetnih predelih 
črevesne sluznice in hkrati znižano število CD103+ DC (40, 76). Pri teh bolnikih so opažali 
tudi povečano sposobnost stimulacije imunskega sistema in regulacijo navzgor v ekspresiji 
molekul HLA-DR na DC (77). Intestinalne DC imajo tudi povišano ekspresijo TLR2, TLR4, 
CD40 in kemokinskega receptorja CCR7, kar privede do povišane tvorbe provnetnih 
citokinov (78). 
 
Med obema tipoma bolezni obstajajo občutne razlike (79). DC, izolirane iz vnetnih predelov 
sluznice bolnikov s CB, izražajo signifikantno višje vrednosti aktivacijskih molekul CD40 na 
svoji površini kot DC bolnikov z UC in DC zdrave populacije. Poleg tega DC bolnikov s CB 
tvorijo tudi več IL-12 in IL-6 (79). 
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Regulatorni limfociti T so prisotni v vseh slojih intestinalne sluznice ter nadzirajo celično 
homeostazo. Na njihovo diferenciacijo in funkcijo pomembno vpliva črevesna mikrobiota 
(29). Aktivacija Treg najverjetneje zavre vnetni odziv na komenzalne bakterije, kar je 
bistvenega pomena za zagotavljanje sluznične tolerance (80). Število Treg tako v vneti kot v 
nevneti sluznici bolnikov s KVČB je povišano glede na zdravo populacijo (81, 82). Pri 
bolnikih s KVČB se akumulirajo tudi v granulomih (83). Poleg tega so pri bolnikih s KVČB 
ugotavljali zmanjšano sposobnost supresivnega delovanja regulatornih celic T na proliferacijo 
efektorskih limfocitov T v primerjavi z zdravimi osebami (84) ter večjo apoptozo Treg v 
vnetem tkivu (85). 
 
1.6  Citokini v patogenezi kronične vnetne črevesne bolezni 
 
Pri bolnikih s KVČB ugotavljamo povečano nastajanje provnetnih citokinov, ki imajo 
pomembno vlogo pri vzdrževanju vnetja, nastanku lokalnih zapletov ter sistemskih in 
izvenčrevesnih manifestacij (5, 38, 42, 86).  
 
Citokini so beljakovine z majhno molekulsko maso in  ključne signalne molekule, ki 
sodelujejo v imunskem odzivu. Z vezavo na specifični receptor na površini celic sprožijo 
kaskadno reakcijo v celici in tako vplivajo na celično funkcijo (5).  
 
Provnetne citokine (IL-1, IL-6, IL-12, IL-23, TNFα) izločajo predvsem DC in makrofagi v 
lamini propriji črevesne sluznice, čeprav so zadnje študije potrdile izločanje citokinov tudi iz 
neimunskih celic, kot so enterociti, epitelne celice, miofibroblasti, adipociti in stromalni 
fibroblasti (38).  
 
Črevesne epitelijske celice so izpostavljene številnim provnetnim in protivnetnim citokinom. 
Citokine proizvajajo celice (makrofagi, DC, limfociti ...) v lokalnem mikrookolju in 
intestinalne epitelne celice same (38, 86). Proliferacija intestinalnih epitelnih celic je 
ključnega pomena za zacelitev sluznice (celjenje erozij in ran) in izboljšanja delovanja 
intestinalne bariere. Lokalni citokinski odziv je pomemben tako za celjenje sluznice kot za 
razvoj karcinoma pri bolnikih s KVČB (5). Ugoden učinek na celjenje sluznice imajo IL-6, 
IL-22 in IL-27, ki delujejo preko signalne poti STAT. TNF in INF imata slab učinek na 
sluznico, oslabita tesne interepitelijske stike in sprožita apoptozo intestinalnih epitelijskih 
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celic (5). IL-1, IL-21 kot tudi IL-6, IL-22 ter TNF sodelujejo pri nastanku raka debelega 




Slika 4. Vloga citokinov in epitelnih celic pri celjenu sluznice in pojavu karcinoma pri 
bolnikih s KVČB. Zeleni kvadratki prikazujejo »dobre« citokine, rdeči kvadratki pa »slabe« 
citokine za celjenje črevesne sluznice. Modri kvadratki označujejo citokine, ki sodelujejo pri 
nastanku karcinoma pri KVČB (5).  
 
APC in limfociti pri bolnikih s KVČB izločajo pretežno TNFα, ki je eden glavnih provnetnih 
citokinov v patogenezi KVČB (86). Pri obeh oblikah KVČB so našli tako povečano nastajanje 
TNFα v sluznici črevesa kot povišane koncentracije TNFα v krvi (86).  
 
TNFα ni edini citokin, ki sodeluje v patogenezi KVČB. Pri bolnikih z UC in CB so v vneti in 
tudi v nevneti sluznici našli povečano tvorbo IL-12, IL-18, IL-21 in IL-27 (23, 68). Samo pri 
bolnikih s CB najdemo povečano izločanje IL-23, ki je  pomemben za vzdrževanje 
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kroničnega intestinalnega vnetja (42, 87, 88). IL-23 sodeluje pri razvoju Th17 poti ter nadaljni 
aktivaciji Th1 poti (89). Pri bolnikih s CB so ugotavljali tudi povečano ekspresijo IL-17, IL-
23 in IL-32 mRNA v primerjavi z bolniki z UC, kar nakazuje, da je pri bolnikih s CB 
pomemben odziv celic Th17 (42). Pri bolnikih z UC najdemo višje vrednosti IL-5, IL-13, IL-
15 in IL-33 v primerjavi s CB (42).  
 
Citokini, ki so vključeni v patogenezo KVČB, in njihova aktivnost so prikazani v preglednici 
5.  
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Preglednica 5.  Citokini vključeni v patogenezo kronične vnetne črevesne bolezni (5) 
 
Citokin Izvor Vloga v patogenezi KVČB 
INF in INF DC 
Spodbujanje  epitelijske regeneracije, indukcija celic, 
ki izločajo IL-10 
TNF Makrofagi, DC, limfociti T 
Aktivacija fibroblastov, stimulacija proizvajanja 
proinflamatornih citokinov, angiogeneza, T- celična 
rezistenca na apoptozo 
IL-1 Nevtrofilci in makrofagi 
Spodbujanje produkcije IL-6 v makrofagih, 
spodbujanje razvoja tumorjev 
IL-6 Makrofagi, fibroblasti in limfociti T 
Aktivacija T- celic in preprečevanje apoptoze, 
privabljanje imunskih celic, spodbujanje aktivacije 
makrofagov 
IL-10 Limfociti T 
Supresija nastajanja provnetnih citokinov v APC in  
T - celicah, indukcija signalnih poti v Treg 
IL-12 Makrofagi in DC 
Indukcija diferenciacije T celic pomagalk in 
spodbujanje nastajanja njihovih citokinov 
IL-13 Limfociti T in NK celice 
Spodbujanje spreminjanja epitelnih celic in s tem 
barierne funkcije 
IL-17A in IL-17F Limfociti T in LC 
Spodbujanje provnetnih in antivnetnih učinkov v 
sluznici, IL-17A ima pro-fibrotično funkcijo 
IL-18 Makrofagi, DC in epitelne celice Izboljšanje proizvajanja provnetnih citokinov 
IL-21 Celice T- pomagalke 
Spodbujanje nastajanja TNF, IL-1, IL-6 in IL-8 v 
sluznici, privabljanje nevtrofilcev 
IL-22 Nevtrofilci, LC, DC Spodbujanje proliferacije epitelnih celic 
IL-23 Makrofagi in DC 
Aktivacija sluzničnih imunskih celic kot so 
makrofagi in T- celice, ojačanje nastajanja TNF 
IL-27 Makrofagi 
Sproži provnetni učinek preko indukcije T- celične 
aktivacije ter z zaviranjem T celične ekspanzije in 
inhibicijo nastajanja citokinov v nevtrofilcih 
IL-33 Epitelne celice in miofibroblasti 
Supresija  proizvajanja citokinov iz T- celic 
pomagalk 
IL-35 DC 
Blokiranje nastajanja provnetnih citokinov v 
mukoznih imunskih celicah 
IL-37 Epitelne celice 
Zaviranje naravne imunosti v sluznici ter zmanjšanje 
nastajanja TNF in IL-1 
 
APC–antigen predstavljajoče celice, DC–dendritične celice, IFN–interferon, IL–interlevkin, LC–limfoidne celice naravne imunosti, NK–
celice ubijalke, TNF–tumor nekrozni faktor 
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1.6.1    Tumor nekrozni faktor alfa 
 
 
TNF so prvič opisali leta 1975 kot protein, ki spodbudi smrt tumorskih celic (90). Kasneje so 
dokazali, da ima pomembno vlogo v vnetnih procesih ter tudi pri celični komunikaciji, celični 
diferenciaciji in celični smrti (28). Hkrati so ugotavljali, da dolgotrajno izpostavljanje nizkim 
koncntracijam TNFα vodi v kaheksijo, ki jo vidimo pri rakavih bolnikih (91).  
  
TNFα je citokin, ki prenaša signale med imunskimi in preostalimi celicami. Je del t. i. 
superdružine TNF, ki jo sestavlja 19 ligandov in 29 receptorjev (92). TNFα je vpleten v 
procese metabolizma, vnetja, tromboze, fibroze in apoptoze. Različni stimulusi (endoksini, 
antigeni, osmotski status ...) so odgovorni za izločanje TNFα iz makrofagov, dendritičnih 
celic, limfocitov T, adipocitov in fibroblastov (5) (slika 5). TNFα je ključni mediator v 
vnetnih procesih, hkrati pa ima protivnetni učinek saj je sposoben sprožiti apoptozo imunskih 
celic in prekiniti vnetje. Pod njegovim vplivom se podaljša preživetje DC, ki so tudi bolj zrele 














Smrekar N. Vpliv zaviralcev tumor nekroznega faktorja alfa na dendritične celice v črevesni sluznici bolnikov s kronično 








Slika 5. Vloga tumor nekroznega faktorja alfa v patogenezi kronične vnetne črevesne bolezni. 
Pri kronični vnetni črevesni bolezni (KVČB) najdemo povečano količino tako topnega kot na 
membrane vezanega tumor nekroznega faktorja alfa (TNFα). TNFα nastaja v različnih 
imunski in stromalnih celicah, kot so makrofagi, dendritične celice (DC), efektorski limfociti 
T, adipociti in fibroblasti. Je glavni vnetni mediator v vnetni sluznici pri KVČB. TNFα 
povzroči hipervaskularizacijo in angiogenezo, ojača nastajanje provnetnih citokinov v 
makrofagih in limfocitih T, spremeni črevesno bariero ter spodbuja celično smrt črevesnih 
epitelnih celic (IEC) in Panethovih celic. TNFα prav tako spodbuja propad tkiva s povečanim 
nastajanjem metaloproteinaz (MMP) v miofibroblastih ter povzoča, da so limfociti T 
rezistentni proti apoptozi preko indukcije TNF-receptorsko povezanega faktorja 2 (TRAF2) 
ter aktivacije jedrnega faktorja-B (NF-B) (5). 
IL–interlevkin; MLCK-miozin lahko verižna kinaza; RIPK-interakcijski receptor protein kinaze; TIMP1-tkivni zaviralec 
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TNFα je v svoji osnovi transmembranski protein in se izraža na površini aktiviranih 
makrofagov in limfocitov ter tudi drugih celic. Iz integrirane membranske oblike se s 
proteolitično encimsko cepitvijo sprošča topni TNFα. Tako membranske kot topne oblike 
TNFα so biološko aktivne. TNFα se veže na dva receptorja:  TNF-R1 in TNF-R2 (28, 92).  
 
TNF-R1 se izraža na površini efektorskih celic v večini tkiv. Nanj se veže predvsem topni 
TNFα. TNF-R2 je le v celicah imunskega sistema in se odzove le na membranski TNFα 
(mTNF). Z vezavo na receptorja se sprožijo številni intracelularni dogodki, ki so vpleteni v 
aktivacijo specifičnih encimov. Ti nadzirajo transkripcijo DNA, sintezo citokinov, apoptozo 
in nekroptozo (26, 28, 45, 92).  
 
V patogenezi imunsko pogojenih vnetnih bolezni, kot sta revmatoidni artritis in KVČB, ima 
najpomembnejšo vlogo ravno TNFα. Več kot 20 let je že znano, da imajo bolniki s KVČB 
povišane vrednosti TNFα v serumu v primerjavi z zdravo populacijo (92, 94, 95). Poleg tega 
so v sluznici črevesja pri UC in CB ugotavljali različen vzorec porazdelitve celic, ki tvorijo 
TNFα. Pri bolnikih s CB, so celice, ki tvorijo TNFα, razporejene po celotni sluznici do lamine 
proprije, medtem ko naj bi pri bolnikih z UC tvorili TNFα samo subepitelni makrofagi (94). 
 
S kliničnimi in eksperimentalnimi raziskavami so dokazali, da ima najpomembnejšo vlogo pri 
nastanku intestinalnega vnetja pri KVČB  mTNFα, saj le njegova nevtralizacija sproži 
apoptozo limfocitov T. V sluznici teh bolnikov so našli povišano ekspresijo mTNFα na 
imunocitih ter povečano tvorbo TNFα (96).  
 
TNFα regulira tudi proliferacijo, apoptozo in nekroptozo intestinalnih epitelnih celic, to pa 
vodi v poškodbo epitelne bariere ter povečano permebilnost za luminalne patogene, kar 
vidimo pri bolnikih s KVČB (97).  
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1.7  Zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni z zaviralci TNF 
 
Zaviralci TNFα so povzročili pravo revolucijo v zdravljenju KVČB (98). V svoji osnovi so to 
monoklonska protitelesa IgG1, usmerjena proti citokinu TNF, ki nam omogočijo  doseganje 
in vzdrževanje remisije (klinične in endoskopske) pri bolnikih s KVČB (98).  
 
Natančen mehanizem delovanja zaviralcev TNF na zmanjšanje intestinalnega vnetja ni 
poznan. Domneva se, da delujejo na štiri načine (28): 
 
- zavirajo povezavo mTNF-TNFR1/2 (delujejo kot antagonisti) 
- sprožijo povratno signalizacijo z vezavo na transmembranski TNF (delujejo kot 
agonisti) 
- sprožijo celično citotoksičnost z vezavo na receptor FcR  
- inaktivacija topnega TNF 
 
Z zavoro povezave mTNF-TNFR1/2 povzročijo zmanjšano izločanje provnetnih citokinov. S 
pomočjo povratne signalizacije ojačajo apoptozo limfocitov. Z vezavo na receptor Fc sprožijo 
celično citotoksičnost, kar vodi v odstranjevanje imunskih celic z mesta vnetja. Vsi zaviralci 
TNFα vežejo topni TNF (99–100).  
 
Danes vemo, da je pri bolnikih s KVČB učinkovito le zdravljenje z zaviralci TNFα, ki 
nevtralizirajo tako membranski kot topni TNFα (infliksimab, adalimumab, certolizumab in 
golimumab),  medtem ko zdravljenje z zdravili, ki vežejo samo topni TNFα (etanercept), 
nima nobenega učinka (101). V zadnjih letih je vse več mnenj, da sta najpomembnejša 
mehanizma delovanja indirektna apoptoza limfocitov T v lamini propriji črevesne sluznice ter 
indukcija makrofagov, ki sodelujejo pri celjenju ran (24). Zaviralci TNFα lahko prekinejo 
antiapoptozno signalizacijo, ki nastane ob vezavi mTNF na monocitih in ostalih celicah s 
TNFR-2 na limfocitih. Takšen mehanizem delovanja imajo infliksimab, adalimumab in 
certolizumab. Drugi mehanizem delovanja je vezan na vezavo Fc-dela monoklonskega 
protitelesa s receptorjem Fc na monocitih. Vezava sproži diferenciacijo monocitov v 
makrofage, ki sodelujejo v procesu celjenja ran. Ta mehanizem delovanja je specifičen za 
infliksimab in adalimumab, saj oba vsebujeta komponento Fc (24). Malo je znanega o vplivu 
zaviralcev TNFα na populacijo DC pri bolnikih s KVČB. Zdravljenje z zaviralci TNFα lahko 
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zniža izražanje kostimulatornih molekul (CD83, CD80 in CD86) na površini cDC in zmanjša 
njihovo predstavitveno in stimulacijsko sposobnost (32).  
 
Na žalost skozi zdravljenje opažamo popuščanje učinkovitosti zdravila. To je najverjetneje 
posledica pojava protiteles proti zdravilu. Protitelesa nevtralizirajo zdravilo in tako znižajo 
njegovo raven v krvi (28, 45).  
 
Citokin TNFα je vključen v obrambo pred patogenimi organizmi, zlasti intracelularnim 
bakterijam. Zato se lahko med zdravljenjem z zaviralci TNF pojavijo hude okužbe ali pride 
do reaktivacije tuberkuloze in oportunističnih okužb (28). Dolgotrajno zdravljenje z zaviralci  
TNF lahko sproži serumsko bolezen ali infuzijsko alergično reakcijo zaradi tvorbe 
cirkulirajočih protiteles (28).  
 
Med zdravljenjem z zaviralci TNF se, zaradi dolgotrajne zavore TNF in posledične ojačitve 
celičnega odziva Th17 pojavijo nove imunske bolezni, kot sta psoriaza in lupusu podoben 
sindrom (28, 102). 
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2  NAMEN DELA 
 
Namen raziskave je ugotoviti, ali zdravljenje z zaviralci TNFα vpliva na fenotipski delež DC 
v črevesni sluznici bolnikov s KVČB. Zanima nas tudi, ali obstajajo razlika med fenotipskim 
deležem DC bolnikov, ki se odzovejo na zdravljenje, in bolnikov, ki se na zdravljenje ne 
odzovejo. Hkrati smo želeli poiskati napovednike odziva na zdravljenje z zaviralci TNF α z 




V naši raziskavi smo preizkušali naslednje hipoteze: 
 
1. Pri bolnikih z aktivno KVČB je fenotipski delež DC v sluznici črevesja drugačen kot 
pri zdravi populaciji. 
2. Pri bolnikih s KVČB je fenotipski delež DC v obolelem predelu črevesne sluznice 
drugačen kot zdravem. 
3. Zdravljenje z zaviralci TNF spremeni fenotipski delež DC v sluznici črevesja.  
4. Fenotip DC in njihov delež v oboleli sluznici črevesja pred zdravljenjem sta 
napovednika odziva na zdravljenje z zaviralci TNF. 
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V prospektivno raziskavo smo vključili trideset odraslih bolnikov z aktivno KVČB, od tega 
14 (47 %) bolnikov z UC in 16 (53 %) bolnikov s CB. Vsi bolniki, so po sklepu konzilija 
KVČB zaradi neodzivnosti na standardno (5-aminosalicilna kislina, kortikosteroide, tiopurine 
ali metotreksat) terapijo ali zaradi razvoja stranskih učinkov le- te, prejeli zaviralce TNFα.  
 
V primerjalno skupino smo vključili zdrave preiskovance, pri katerih med kolonoskopijo 
nismo našli znakov vnetja ali malignega obolenja črevesne sluznice.  
 
Demografski podatki bolnikov in zdravih preiskovancev, vključenih v raziskavo, so prikazani 
v  preglednici 6. 
 
Vsi bolniki in prostovoljci so podpisali privolitev za sodelovanje v raziskavi. Raziskavo je 
odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko (KME 129/06/13). 
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Preglednica 6. Demografske značilnosti bolnikov s KVČB in zdravih preiskovancev 




Število (n) Povprečje (SD) 
 40  
Ulcerozni kolitis 14  
   Ženske/moški 8/6  
   Starost (leta)  39,2 (12) 
   Trajanje bolezni (leta)  5,6 (2,8) 
   Starost ob diagnozi (leta)  33,5 (11,7) 
   Kadilci 1  
   Bivši kadilci 3  
   Nekadilci 10  
   Razširjenost UC 
I. E1 (proktitis) 
II. E2 (levostranski) 





















   
Crohnova bolezen 16  
   Ženske/moški 8/8  
   Starost (leta)  38,6 (13,7) 
   Trajanje bolezni (leta)  7,1 (6,5) 
   Starost ob diagnozi (leta)  31,4 (14,5) 
   Kadilci 5  
   Bivši kadilci 3  
   Nekadilci 8  
   Lokacija Crohnove bolezni 
I. L1 (ileum) 
II. L2 (kolon) 
III. L3 (ileokolična) 




















Zdravi prostovoljci 10  
   Ženske 6  
   Moški 4  
   Starost (leta)  58,3 (9,4) 
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4.2.1 Klinični in biokemični parametri ter endoskopski točkovniki   
 
Pred začetkom zdravljenja in po končanem indukcijskem obdobju (po treh mesecih) smo 
vsem bolnikom odvzeli kri ter bioptične vzorce (deset iz bolne in deset iz zdrave) črevesne 
sluznice z namenom izolacije DC. 12 tednov od začetka zdravljenja z zaviralci TNFα smo 
opravili oceno uspešnosti indukcijskega zdravljenja – vsem bolnikom smo ponovno odvzeli 
tudi kri in bioptične vzorce črevesne sluznice (biopti so bili odvzeti iz istih segmentov kot 
pred začetkom zdravljenja). Zdrave prostovoljce smo kolonoskopirali le enkrat, iz različnih 
segmentov debelega črevesa smo odvzeli 10 bioptičnih vzorcev. Vse vzorce smo odvzeli s 
standardnimi biopsijskimi kleščicami in jih položili v stekleničko s fiziološko raztopino.  
 
Postopki in preiskave so bili skladni z evropskimi smernicami za obravnavo bolnikov s 
KVČB (ECCO smernice) (103–104).  
 
Pred začetkom zdravljenja in po treh mesecih smo ocenili aktivnost bolezni s pomočjo 
točkovnikov in biokemičnih parametrov (CRP, kalprotektin). CRP smo določali s kemijskim 
sistemom ADVIA 1800 kemijskim sistemom (Siemens), za merjenje fekalnega kalprotektina 
smo uporabljali analizo Calprest z razponom od 15,6 mg/kg do 500 mg/kg (Eurospital, Trst, 
Italija).  
 
Za klinično oceno aktivnosti pri UC smo uporabili SCCAI (Simple Clinical Colitis Activity 
Index) (105) in HBSI (Harvey Bradshaw Severity Index) pri CB (106). Aktivni bolniki z UC 
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Preglednica 7. Mejne vrednosti za Harvey-Bradshaw Severity Index in Simple Clinical 
Colitis Activity Index 
 
 HBSI SCCAI 
Remisija  5  2 
Blaga aktivnost 5–7 3–5 
Zmerna aktivnost 6–16 6–11 
Huda aktivnost 16  12 
 
 
Od endoskopskih točkovnikov smo uporabili endoskopski točkovnik Mayo pri UC (107) in 
SES-CD (Simple Endoscopic Score) pri CB (108) (preglednica 8). Bolniki z UC in 
endoskopsko aktivno boleznijo so imeli točkovnik Mayo ≥ 2 ter CB  točkovnik SES-CD ≥ 3. 
 
 
Preglednica 8. Mejne vrednosti za SES-CD in endoskopski Mayo točkovnik 
 
 SES-CD Endoskopski točkovnik 
Mayo 
Neaktivna 0–2 0 
Blaga aktivnost 3–6 1 
Zmerna aktivnost 7–15 2 
Huda aktivnost  15 3 
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4.2.2  Terapija  
 
Vsi vključeni bolniki so prejeli indukcijske odmerke zaviralcev TNF po ustaljenem 
protokolu.  
 
Bolniki, ki smo jih zdravili z infliksimabom (13 bolnikov), so prejeli 5 mg zdravila/kg telesne 
teže intravensko po shemi 0,2,6 tednov.  
 
Bolniki, ki smo jih zdravili z adalimumabom (17 bolnikov), so prejeli zdravilo po shemi 
160/80/40 mg subkutano vsak drugi teden. Optimizacija odmerka zaviralcev TNF med 
indukcijo ni bila dovoljena.  
 




4.2.3 Ocena odziva na zdravljenje  
 
Odziv na zdravljenje smo ocenjevali endoskopsko v 12. tednu po začetku zdravljenja. Vse 
bolnike z UC, ki so po končani indukciji po Mayu dosegli endoskopski rezultat 0-1, in 
bolnike s CB, pri katerih smo ugotavljali znižanje točkovnika SES-CD za več kot 50 %, smo 
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4.3 Izolacija dendritičnih celic 
 
4.3.1 Priprava vzorcev 
 
Koščke črevesne sluznice shranjene v fiziološki raztopini smo dostavili v laboratorij Inštituta 
za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani. Vzorec tkiva smo nato 
mehansko in encimsko obdelali. 
 
4.3.2 Reagenti in material 
 
Za pripravo celic smo uporabili naslednje reagente, pufre in celične medije: 
 
 Hank's balanced solucija brez Ca2+ in Mg2+, z 10mM HEPES (GIBCO, Paisley, 
Škotska, Velika Britanija)  
 Hank's balanced solucija s Ca2+ in Mg2+, z 10mM HEPES (GIBCO, Paisley, 
Škotska, Velika Britanija) 
 1mM ditiotreitol  (DTT) (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA) 
 5 % FBS (fetal bovine serum) (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA) 
 goveji serumski albumini (angl. bovine serum albumin – BSA) (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, ZDA) 
 kolagenaze D 1,25 mg/ml (Roche, Basel, Švica)   
 kolagenaza VIII 1mg/ml (Sigma Aldrich, St. Louis, ZDA),  
 DNaza I 1 mg/ml 1,25 μg/ml (Roche, Basel, Švica), 
 Dispaza 1 mg/ml (Invitrogen, Oslo, Norveška) 
 Medij RPMI  – 1640 medium, (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA)  
 Sterilni PBS, pH 7,2 in 0,5 % BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA) 
 70 µm celične filtre (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Nemčija) 
 100 mm petrijevke (TPP, Trasadingen, Švica) 
 10 mm petrijevke (TPP, Trasadingen, Švica) 
 Skalpel, škarje in pinceta 
 GentleMACS Disociator (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Nemčija) 
 MACSmix Tube rotator (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Nemčija) 
 GantleMACS C Tubes (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Nemčija) 
Smrekar N. Vpliv zaviralcev tumor nekroznega faktorja alfa na dendritične celice v črevesni sluznici bolnikov s kronično 




 HBSS-1: pripravljena Hanks balanced solucija brez Ca2+ in Mg2+ z dodatkom 5 mM 
EDTA, 5 % FBS (fetal bovine serum), 1mM DTT (sveže pripravljeno pred vsako 
razgradnjo, shranjeno pri sobni temperaturi)  
 HBSS-2: pripravljena Hanks balanced solucija s Ca2+ in Mg2+, 5 % FBS, 1Mm DTT 





Bioptične vzorce črevesne sluznice smo mehansko in encimsko razgradili do celične 
suspenzije (109). Za dobro viabilnost celic smo postopek izvedli v treh urah po odvzemu 
bioptičnih vzorcev. Interepitelijske limfocite smo iz tkiva sprali z 20 ml HBSS -1, po 20 
minutni inkubaciji pri temperaturi 37 C v atmosferi s 5 % CO2 ob neprekinjenem mešanju na 
rotatorju MACSmix Tube. Postopek spiranja smo dvakrat ponovili. Koščke tkiva smo po 
vsaki inkubaciji dobro premešali na mešalniku in precedili s 70 µm filtri MACS Pre-
Separation. V gantleMACS C Tubes (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Nemčija) za 
mehansko in encimsko razgradnjo tkiva smo odpipetirali 2,7 mL raztopine HBSS-2, ki smo ji 
dodali 1,25 mg/ml kolagenazo D, 1mg/ml kolagenazo VIII, 1 mg/ml 1,25 μg/ml DNaze I in 1 
mg/ml dispaze. Raztopino smo 30 minut inkubirali ob neprekinjenem mešanju pri temperaturi 
37 C v atmosferi s 5 % CO2. Encimski razgradnji je sledila mehanska razgradnja v 
disociatorju GentleMACS. Raztopino smo precedili preko 70µm najlonskega filtra. Levkocite 
v celični suspenziji smo obogatili z magnetno separacijo z monoklonskimi protitelesi CD45+ 
(MACS – ang. magnetic-activated cell sorting) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Nemčija). Celice smo sprali s PBS (phosphate-buffered saline), ki je vsebovala 0,5 % BSA, 
ter uravnali koncentracijo na 1 x 106 na ml mononuklearnih celic, izoliranih iz lamine proprie 
mononuklearne celice (LPMNC). 100 µl tako pripravljenih celic smo označili z mešanico s 
fluorokromom označenih monoklonskih protiteles, ki so navedena v preglednici 9 in 10. 
Označevanje je potekalo 30 minut v temi pri temperature 4 °C. Po inkubaciji je sledilo 
dvakratno spiranje z 2 mL 0,5 % BSA v PBS ter centrifugiranje (300 g/5min). Odlili smo 
supernatant in ga resuspendirali v 0,5 mL 5 % BSA v PBS. Vzorec je bil tako pripravljen za 
analizo. 
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Preglednica 9: Seznam monoklonskih protiteles za analizo plazmacitoidnih DC 
 
Monoklonsko protitelo Fluorokrom Klon Proizvajalec Volumen/100 µl 1 x 106 
/ml LPMNC 


































FITC – fluorescein izotiocianat, PE – fikoeritrin (phycoerythrin), PerCP – peridinin klorofilni protein, APC –
alofikocianin, Cy – cianin 
 
Preglednica 10: Seznam monoklonskih protiteles za analizo konvencionalnih DC 
 
Monoklonsko protitelo Fluorokrom Klon Proizvajalec Volumen /100 µl 1 x 
106 /ml LPMNC 
CD103 (Integrin αE) FITC Ber-ACT8 Dako 10 






















FITC – fluorescein izotiocianat, PE – fikoeritrin (phycoerythrin), PerCP – peridinin klorofilni protein, APC –
alofikocianin, Cy – cianin 
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Slika 6. Obseg prekrivanja fluorescence za različne molekule, ki se uporabljajo v pretočni 
citometriji (110). 
 
4.3.4 Analiza dendritičnih celic s pretočnim citometrom 
 
Vzorce, ki so bili pripravljeni za analizo po zgoraj opisanem protokolu, smo izmerili s 
pretočnim citometrom BD FACSCantoTM II (BD Biosciences, San Diego, ZDA). Za merjenje 
vzorcev smo uporabili programsko opremo FACSDivaTM Software (BD Biosciences, San 
Diego, ZDA). S pomočjo pretočne citometrije lahko merimo in analiziramo lastnosti 
posameznih celic. Celice v suspenzji potujejo skozi pretočni citometer, kjer jih osvetlimo z 
ozkim snopom laserske svetlobe (110). Z merjenjem sipanja svetlobe na celicah smo dobili 
podatke o velikosti in zrnatosti posameznih celic. S fluorokromom označene celice oddajajo 
fluorescenčno svetlobo. Za določitev avtofluorescence ter lažjo razmejitev med negativnimi 
in pozitivnimi celicami smo uporabljali neoznačene celice (110). S pomočjo obeh metod smo 
nato dobili še podatke o posamezni populaciji celic in njihovem deležu. Ker so DC redke 
celice, smo izmerili najmanj 50000 celic. Podatke smo analizirali s programsko opremo 
FlowJo version 10.1 (TreeStar, Ashland, ZDA), ki je zasnovana za obdelavo podatkov 
pridobljenih s pomočjo pretočne citometrije (111). Na kratko: DC, izolirane iz lamine proprie, 
smo določili kot HLA-DR pozitivne celice in CD3/CD14/CD16/CD19 negativne, glej sliko 7. 
cDC smo nadalje identificirali kot CD11c pozitivne celice ter CD123 in CD303 negativne. 
Zrelost cDC smo določili s stopnjo izražanja CD80, CD86, CD83 in HLA-DR. Rezultate smo 
podali kot povprečno inteziteto fluorescence (MFI) (109). Deleži pDC in cDC so izraženi 
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glede na vse mononuklearne celice. Delež celic CD103 smo določili med cDC. Fenotip 




Preglednica 11. Fenotip analiziranih dendritičnih celic 
 
Dendritične celice Kratica Fenotip 
Plazmacitoidne DC pDC 
HLA-DR+, CD11c-, CD123+, CD303+, CD3-, CD14-, 
CD16-, CD19- 
Konvencionalne DC cDC 
HLA-DR+, CD11c+, CD123-, CD303-, CD3-, CD14-, 
CD16-, CD19- 
Zrele konvencionalne DC CD86+ DC 
HLA-DR+, CD11c+, CD123-, CD303-, CD3-, CD14-, 
CD16-, CD19- , CD80+, CD86+ 
Aktivirane zrele konvencionalne DC HLA-DR DC 
HLA-DRhi, CD11c+, CD123-, CD303-, CD3-, CD14-, 
CD16-, CD19- , CD83+, CD80+, CD86+, 
Intestinalne CD103+ DC , ki so 
pomembne za vzdrževanje imunskega 
ravnovesja 
CD103+ DC 
HLA-DR+, CD11c+, CD123-, CD303-, CD3-, CD14-, 
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Slika 7. Analiza DC s programsko opremo FlowJo. (A) Mononuklearne celice smo ločili od 
celičnega drobirja na osnovi sipane svetlobe na prednji detektor FSC (angl. forward scattered 
light) in stranski detektor SSC (angl. side-scattered light). DC smo identificirali kot celice, ki 
izražajo veliko HLA-DR+ in so CD14, CD16, CD3, CD19 negativne. DC smo nadalje 
razdelili na dve večji podskupini, definirani kot konvencionalni DC (linija HLA-DR + / 
CD11c++ / CD123-, CD303-) in plazmacitidni DC (linija HLA-DR + / CD11c- / CD123 + / 
CD303 +). (B) Konvencionalnim DC smo nadalje določili izražanje CD80, CD83, CD86. DC, 
izolirane iz vnete sluznice, izražajo več CD80, CD86 in CD83 (rdeči histogram) v primerjavi 
z DC, izoliranimi iz nevnete sluznice zdravih darovalcev (modri histogram), rumeni 
histogram prikazuje neoznačene celice. (C) Primer cDC, ki izražajo CD103 v nevneti sluznici 
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4.4  Statistična analiza podatkov 
 
Satistično analizo smo opravili s statističnim programom SPSS 17.0 (Statistical Package for 
the Social Sciences, IBM INC, Chicago, IL, ZDA) in GraphPad Prism 6.0 (GraphPad 
Software, La Jolla, Kanada). Kot mero povprečja smo uporabili aritmetično sredino (angl. 
mean), odkloni predstavljajo standardno napako povprečja (SEM).  
 
Za normalno porazdeljene numerične spremenljivke ter primerjavo vrednosti med skupinami 
smo uporabili Studentov t-test. Za ugotavljanje statistično pomembnih razlik med dvema 
neodvisnima skupinama smo uporabili neparni dvosmerni t-test. Za primerjavo odvisnih ali 
parnih vzorcev smo uporabili parni t-test. Za statistično značilno smo vzeli vrednost pod 0,05  
( p  0,05). 
 
Krivuljo občutljivosti in specifičnosti ali krivuljo ROC (Receiver Operating Characteristic) 
smo uporabili za določitev mejne (cut-off) vrednosti. Običajni prag verjetnosti pozitivne 
napovedi oziroma ploščina pod krivuljo ROC (AUC) je morala biti višja od 50 %.  
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5  REZULTATI 
 
5.1 Demografski podatki in klinični rezultati 
 
V študijo smo vključili 30 bolnikov s KVČB, 16 (53 %) žensk in 14 (47 %) moških. Od tega 
je 14 bolnikov imelo UC in 16 bolnikov CB. Od 30 bolnikov jih je 29 končalo raziskavo, en 
bolnik s CB raziskave ni dokončal. 
 
Povprečna starost vseh bolnikov je bila 41,1  10,9 let.  Povprečna starost bolnikov z UC je 
bila 39,2  12 let in bolnikov s CB 38,6  13,7 let.  
 
Od postavitve diagnoze do začetka zdravljenja z zaviralci TNF je pri bolnikih z UC preteklo 
5,6  2,8 let, pri CB 7,1  6,5 let.  
 
Po 12 tednih zdravljenja z zaviralci TNF smo ugotavljali klinično in biokemično izboljšanje 
pri 11/14 (78 %) bolnikih z UC ter pri 11/16 (69 %) bolnikih s CB.  
 
Endoskopski odziv, 12 tednov po začetku zdravljenja z zaviralci TNF, smo ugotavljali pri 
7/14 (50 %) bolnikih z UC in 11/16 (69 %) bolnikih s CB. Tekom raziskave nismo opazili, da 
bi obstajale pomembne razlike v delovanju zaviralcev TNF. Na zdravljenje ni odgovorilo 
sedem bolnikov z UC (štirje bolniki so prejeli infliksimab in trije bolniki adalimumab) ter pet 
bolnikov s CB (trije bolniki so prejeli adalimumab in dva bolnika infliksimab). 
 
Klinični, biokemični in endoskopski podatki pred zdravljenjem in po njem so navedeni v 
preglednici 12. CRP in fekalni kalprotektin sta se po indukcijski terapiji sicer znižala, vendar 
znižanje ni bilo statistično značilno. S pomočjo ROC- analize smo prikazali, da tako CRP kot 
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Preglednica 12. Klinični, biokemični in endoskopski podatki bolnikov pred zdravljenjem z 
zaviralci TNF in po njem 
 
 Pred zdravljenjem  
   (teden 0) 
Po zdravljenju  
  (teden 12) 
ULCEROZNI KOLITIS (n = 14)   
SCCAI  
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Slika 8. Izhodni CRP ni napovednik odgovora na zdravljenje z zaviralci TNF.  




Slika 9. Izhodni fekalni kalprotektin ni napovednik odgovora na zdravljenje z zaviralci TNF 
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5.2  Ekspresija dendritičnih celic v sluznici debelega črevesa 
 
Najprej smo primerjali bolnike s KVČB in zdrave prostovoljce (ZP). Pri bolnikih s KVČB 
smo v vneti sluznici debelega črevesa našli višji delež pDC, cDC in CD103- DC v primerjavi 
z zdravimi prostovoljci. Delež CD103+ DC je bil v sluznici bolnih nižji kot pri zdravih 
prostovoljcih. Razlika je v vseh primerih statistično značilna (p  0,05). Primerjava 
fenotipskih deležev DC in statistično značilne razlike med obema skupinama so prikazane v 
preglednici 13.  
 
Preglednica 13. Podvrste dendritičnih celic v vneti sluznici bolnikov s KVČB in zdravih 
prostovoljcev pred začetkom zdravljenja z zaviralci TNF 
 
 KVČB - vneta 
sluznica 
ZP p-vrednost* 
pDC (%)  1,7 (0,3) 0,3 (0,1) 0,005 
cDC (%)  7,8 (0,9) 0,5 (0,1)  0,001 
CD86 (MFI)  1248 (231) 430 (43) 0,04 
HLA-DR (MFI)  10918 (767) 11808 (711) 0,52 
CD103+ (%)  47,1 (3,1) 66,3 (3,3) 0,002 
CD103- (%)  52,8 (3,2) 32,1 (4,1) 0,001 
Prikaz povprečne vrednosti deležev izražene v odstotkih, povprečne intezitete fluorescence (MFI) in standardne 
napake povprečja (navedene v oklepaju) ter p-vrednosti za določene podvrste DC v vnetni sluznici bolnikov s 
KVČB (n = 30) in zdravih prostovoljcev (ZP) (n = 10). * neparni Studentov t test 
 
 
Hkrati smo primerjali še zdravo in bolno (vneto) sluznico bolnikov s KVČB. Delež cDC v 
vneti sluznici (7,8 % ± 0,9) bolnikov s KVČB je bil mnogo višji kot v neprizadetih predelih 
(4,5 % ± 0,6). Razlika je statistično značilna (p = 0,003). Med deležema pDC v zdravi in bolni 
sluznici bolnikov s KVČB ni bilo nobene razlike. Delež CD103+ DC je bil znižan v vneti 
sluznici, medtem ko je bil delež CD103- DC povišan. Primerjava fenotipskih deležev med 
zdravo in vneto sluznico bolnikov s KVČB je prikazana v preglednici 14. 
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Preglednica 14. Podvrste dendritičnih celic v zdravi in bolni (vneti) sluznici bolnikov s 
KVČB pred začetkom zdravljenja z zaviralci TNF 
 
 KVČB - zdrava 
sluznica 
KVČB - vneta 
sluznica 
p-vrednost* 
pDC (%)  1,7 (0,2) 1,7 (0,3) 0,9 
cDC (%)  4,5 (0,6) 7,8 (0,9) 0,003 
CD86 (MFI)  1483 (212) 1248 (231) 0,53 
HLA-DR (MFI)  11965 (767) 10918 (767) 0,33 
CD103+ (%)  57,3 (3,5) 47,1 (3,1) 0,03 
CD103- (%)  42,3 (3,4) 52,8 (3,2) 0,02 
Prikaz povprečne vrednosti deležev izražene v odstotkih, povprečne intezitete fluorescence (MFI) in standardne 
napake povprečja (navedene v oklepaju) ter p-vrednosti za določene podvrste DC v vnetni sluznici bolnikov s 
KVČB  (n = 30). * parni Studentov t-test 
 
Primerjali smo tudi vneto sluznico bolnikov z UC in CB in nismo ugotavljali statistično 
pomembnih razlik v fenotipskih deležih DC niti v ekspresiji kostimulatornih molekul. 
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Preglednica 15. Fenotipski delež dendritičnih celic v vneti sluznici bolnikov z ulceroznim 
kolitisom in Crohnovo boleznijo pred začetkom zdravljenja z zaviralci TNF 
 
 UC - vneta sluznica CD - vneta sluznica p-vrednost* 
pDC (%)  2,0 (0,5) 1,4 (0,3) 0,2 
cDC (%)  7,5 (1,3) 7,8 (1,4) 0,89 
CD86 (MFI)  1152 (355) 1247 (315) 0,84 
HLA-DR (MFI)  9649 (945) 12405 (1022) 0,06 
CD103+ (%)  46,9 (5,4) 53,5 (4,1) 0,32 
CD103- (%)  52,9 (5,5) 46,4 (4,1) 0,34 
 Prikaz povprečne vrednosti deležev izražene v odstotkih, povprečne intezitete fluorescence (MFI) in standardne 
napake povprečja (navedene v oklepaju) ter p-vrednosti za določene podvrste DC v vnetni sluznici bolnikov z 
UC  (n = 14) in CB (n = 16). * neparni Studentov t-test 
 
5.3  Vpliv zaviralcev TNF na ekspresijo dendritičnih celic v sluznici debelega črevesa 
 
Vpliv zdravljenja na ekspresijo dendritičnih celic smo analizirali s parnim t-testom za odvisne 
vzorce. Delež cDC v vneti sluznici bolnikov s KVČB se je po zdravljenju z zaviralci TNF 
signifikantno znižal, medtem ko je ostal delež pDC, CD103+ in CD 103- DC nespremenjen. 
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Preglednica 16. Fenotipski delež dendritičnih celic v vneti sluznici bolnikov s KVČB pred 
zdravljenjem z zaviralci TNF in po njem 
 
 KVČB - pred terapijo KVČB - po terapiji p-vrednost* 
pDC (%)  1,7 (0,3) 1,3 (0,2) 0,32 
cDC (%)  7,8 (0,9) 4,5 (0,9) 0,01 
CD86 (MFI)  1248 (231) 826 (219) 0,29 
HLA-DR (MFI)  10918 (767) 12141 (616) 0,09 
CD103+ (%)  47,1 (3,1) 48,1 (4,5) 0,86 
CD103- (%)  52,8 (3,2) 50,7 (4,8) 0,75 
Prikaz povprečne vrednosti deležev izražene v odstotkih, povprečne intezitete fluorescence (MFI) in standardne 
napake povprečja (navedene v oklepaju) ter p-vrednosti za določene podvrste DC v vnetni sluznici bolnikov s 
KVČB  (n = 29). * parni Studentov t-test 
 
 
Po subanalizi podatkov smo ugotovili, da imajo odzivni bolniki pred začetkom zdravljenja z 
zaviralci TNF v sluznici debelega črevesa mnogo višji delež cDC kot neodzivni bolniki. 
Ravno tako smo pri odzivnih bolnikih ugotavljali večjo ekspresijo HLA-DR. Podatki so 
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Preglednica 17. Fenotipski delež dendritičnih celic v vneti sluznici odzivnih in neodzivnih 
bolnikov pred začetkom zdravljenja z zaviralci TNF 
 
       Odzivni       Neodzivni p-vrednost* 
KVČB    
pDC (%)  1,9 (0,4) 1,3 (0,4) 0,3 
cDC (%)  9,2 (1,0) 4,4 (0,8) 0,01 
CD86 (MFI)  1436 (332) 785 (177) 0,2 
HLA-DR (MFI)  12152 (868) 8838 (1286) 0,04 
CD103+ (%)  51,0 (3,7) 42,5 (5,5) 0,2 
CD103- (%)  48,8 (3,8) 57,5 (5,5) 0,2 
 
Prikaz povprečne vrednosti deležev izražene v odstotkih, povprečne intezitete fluorescence (MFI) in standardne 
napake povprečja (navedene v oklepaju) ter p-vrednosti za določene podvrste DC v vnetni sluznici bolnikov s 



















Smrekar N. Vpliv zaviralcev tumor nekroznega faktorja alfa na dendritične celice v črevesni sluznici bolnikov s kronično 








Slika 10. Napovedniki odgovora na zdravljenje.  Bolniki s KVČB, ki se odzovejo na 
zdravljenje z zaviralci TNF, imajo pred začetkom zdravljenja signifikantno višji delež (A) 
konvencionalnih dendritičnih celic (cDC) z višjo (B) ekspresijo HLA-DR v vneti sluznici kot 
bolniki, ki  se na zdravljenje ne odzovejo. Delež cDC je izražen v odstotkih, ekspresija HLA-
DR je podana s povprečno flurescenčno gostoto (MFI). Horizontalna črta pomeni srednjo 
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Delež cDC pred terapijo je bil tako pri UC kot CB višji pri odzivnih bolnikih kot neodzivnih 
bolnikih. Razlika je bila v obeh primerih statistično značilna (p = 0,04). cDC odzivnih 
bolnikov z UC so imele večjo ekspresijo HLA-DR na svoji površini. Pri odzivnih bolnikih z 
UC smo ugotavljali pred začetkom zdravljenja tudi višji delež CD103+ DC in nižji delež CD 
103- DC v primerjavi z neodzivnimi. Omenjene razlike pri CB nismo zaznali. Vsi podatki kot 
tudi statistično značilne razlike so prikazane v preglednici 18. 
 
Preglednica 18. Fenotipski delež dendritičnih celic v vneti sluznici odzivnih in neodzivnih 
bolnikov z ulceroznim kolitisom in Crohnovo boleznijo pred začetkom zdravljenja z zaviralci 
TNF 
 
 Odzivni Neodzivni p-vrednost* 
Ulcerozni kolitis    
pDC (%) (SD) 2,5 (0,6) 1,7 (0,6) 0,9 
cDC (%) (SD) 10,1 (1,5) 4,7 (1,2) 0,04 
CD86 (MFI) (SD) 1595 (523) 552 (40) 0,2 
HLA-DR (MFI) (SD) 12182 (3613) 6693 (3614) 0,01 
CD103+ (%) (SD) 61,4 (7,0) 34,8 (6,5) 0,02 
CD103- (%) (SD) 38,4 (7,1) 65,2 (2,7) 0,02 
Crohnova bolezen    
pDC (%) (SD) 1,6 (0,4) 0,9 (0,3) 0,2 
cDC (%) (SD) 9,7 (1,6) 4,2 (1,0) 0,04 
CD86 (MFI) (SD) 1452 (434) 1019 (335) 0,5 
HLA-DR (MFI) (SD) 13152 (1319) 10983 (1368) 0,3 
CD103+ (%) (SD) 50,8 (4,9) 50,2 (9,9) 0,9 
CD103- (%) (SD) 49,2 (4,5) 49,8 (9,9) 0,9 
Prikaz povprečne vrednosti deležev izražene v odstotkih, povprečne intezitete fluorescence (MFI) in standardne 
napake povprečja (navedene v oklepaju) ter p-vrednosti za določene podvrste DC v vnetni sluznici bolnikov z 
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5.4  Dendritične celice kot napovednik odziva na zdravljenje z zaviralci TNF 
 
S pomočjo krivulje specifičnosti in senzitivnosti (ROC krivulja) smo identificirali mejno 
vrednost deleža cDC kot napovednika za odgovor na zdravljenje. Bolniki s KVČB z deležem 
cDC v vneti sluznici debelega črevesa nad 7 % pred začetkom zdravljenja, so se odzvali na 






Slika 11. Krivulja specifičnosti in senzitivnosti (ROC-krivulja) za analizo deleža cDC kot 
napovednika odziva na zdravljenje z zaviralci TNF. 93 % bolnikov z deležem cDC v vneti 
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Prav tako so se na zdravljenje odzvali bolniki, pri katerih smo pred začetkom zdravljenja 







Slika 12. Krivulja specifičnosti in senzitivnosti (ROC-krivulja) za analizo ekspresije HLA-
DR na cDC v vneti sluznici debelega črevesa kot napovednik odgovora na zdravljenje z 
zaviralci TNF. 
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Imunski sistem v gastrointestinalni sluznici mora prepoznati in odstraniti škodljive mikrobe 
ter hkrati razviti imunsko toleranco proti neškodljivim komenzalnim mikrobom. Razlikovanje 
med patogenimi in komenzalnimi mikrobi je bistvenega pomena za vzdrževanje imunske 
homeostaze (48). Nepravilnosti v regulaciji homeostaze se klinično izražajo kot kronične 
vnetne bolezni. 
 
Kronična vnetna črevesna bolezen je progresivna, idiopatska bolezen gastrointestinalnega 
trakta, ki nezdravljena vodi v nepopravljivo okvaro organa. Lahko se manifestira kot UC ali 
CB. Bolezni imata podobne klinične simptome, razlikujeta se v lokaciji in naravi vnetja (112). 
Aktivnost bolezni ocenjujemo s pomočjo kliničnih, biokemičnih in endoskopskih markerjev 
(1, 12, 14, 15). CRP je objektivni marker vnetja, ki dobro korelira z aktivnostjo bolezni le pri 
CB. Vnetni citokini ( IL-6, TNF in IL-1ß ) pospešijo nastajanje CRP v hepatocitih. Čeprav 
so vrednosti CRP-ja povišane pri večini vnetnih bolezni, pri KVČB opažamo njegov porast le 
pri CB. Pri UC je porast minimalen ali ga ni (113). Prave razlage za to ni, saj so vnetni 
citokini povišani pri obeh podtipih bolezni, čeprav so pri bolnikih s CB ugotavljali 
signifikantno višje vrednosti IL-6 v primerjavi z UC in zdravo populacijo (114). Poleg tega je 
pri UC vnetje omejeno le na sluznico, medtem ko je pri CB transmuralno. Približno 10 % 
bolnikov s CB ima ob zagonu bolezni normalen CRP, kar nakazuje, da je CRP slab 
napovednik poteka bolezni. Z našo raziskavo smo tudi dokazali, da izhodne vrednosti CRP ne 
napovedujejo odgovora na zdravljenje z zaviralci TNF. Ker so serumski markerji vnetja 
povišani tudi pri drugih boleznih, so za oceno aktivnosti bolezni začeli uporabljati fekalne 
markerje (115). Kalprotektin je protein, ki je v granulocitih. Njegova prisotnost v blatu 
korelira z migracijo levkocitov v sluznico gastrointestinalnega trakta. Žal kalprotektin ni 
specifični marker za KVČB, saj so njegove vrednosti povišane tudi pri malignomih črevesja, 
drugih vzrokih vnetja, polipih in med jemanjem nesteroidnih antirevmatikov (113). Tako kot 
CRP tudi izhodni fekalni kalprotektin ni bil napovednik odgovora na zdravljenje z zaviralci 
TNF. 
 
Pri KVČB pride do imunskega neravnovesja v intestinalni sluznici, saj celice specifične 
imunosti ne prepoznajo neškodljivih komenzalnih bakterij. Za disregulacijo imunskega 
sistema so lahko krivi genetski dejavniki,  dejavniki iz okolja in fiziološki dejavniki (2). 
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TNF ima pomembno vlogo v patogenezi KVČB. Pri teh bolnikih  so ugotavljali povišane 
vrednosti tako topnega kot membranskega TNF ter povečano transkripcijo citokinske 
mRNA v lamini propriji črevesne sluznice (5, 116). Obe obliki TNF sodelujeta v vnetnih 
procesih v črevesni sluznici in spodbujata angiogenezo, celično smrt Panethovih celic, tvorbo 
mieloproteinaz v fibroblastih ter oslabita črevesno bariero (5, 117, 118).  
 
Zdravljenje KVČB je zelo zahtevno, v terapiji uporabljamo imunosupresivna in 
imunomodulirajoča  zdravila, katerih mehanizem ni popolnoma razjasnjen (112). Z zavoro 
signalne poti TNF lahko pri bolnikih s KVČB dosežemo apoptozo limfocitov T, inhibicijo 
diferenciacije limfocitov T, indukcijo Treg in makrofagov ter stabilnost celične bariere (45, 
119, 120). Z zaviralci TNF lahko zato uspešno vzpostavimo in vzdržujemo remisijo KVČB 
brez kortikosteroidov, dosežemo  zacelitev sluznice ter zmanjšamo število bolnišničnih 
obravnav in operacij in izboljšamo kvaliteto življenja (121–124). Žal se na zdravljenje ne 
odzove do 40 % bolnikov (primarna odpornost), pri 20–30 % se učinek med zdravljenjem 
izgubi (sekundarna odpornost) zaradi imunogenosti in povečanega klirensa zdravila (125). 
Primarna odpornost proti zaviralcem TNF je zelo velik problem. Neučinkovita indukcija 
lahko povzroči resne neželene učinke (28, 45, 102). Zaželeno je, da bi imeli dobre 
napovednike odziva na zaviralce TNF že pred začetom zdravljenja in bi tako lahko izbrali 
bolnike, ki bi imeli od takšnega zdravljenja največ koristi (27, 126).  
  
V naši prospektivni raziskavi smo zato ugotavljali učinek zaviralcev TNF na fenotip in delež 
podvrst dendritičnih celic v vneti sluznici tridesetih bolnikov s KVČB. Kot je bilo že 
dokazano, so tudi naši bolniki v vnetih predelih črevesne sluznice imeli povišan delež 
aktiviranih cDC in znižan delež CD103+ DC (78, 127, 128). Opazili smo tudi višji delež 
CD103- DC in obratno razmerje med CD103+/CD103- DC v vneti sluznici v primerjavi s 
sluznico zdravih oseb. Nižji delež CD103+DC odraža motnjo v črevesni toleranci in pojasni 
povišane koncentracije provnetnih citokinov v vneti sluznici bolnikov s KVČB (73, 129–
132). 
 
Pri bolnikih s KVČB smo potrdili večjo ekspresijo kostimulatorne molekule CD86 v 
primerjavi z zdravimi osebami (133). CD86 je znak zrelosti DC in kot tak pripravi limfocite T 
na antigensko predstavitev (133). Po indukciji z zaviralcem TNF se je ekspresija CD86 bolj 
znižala pri odzivnih bolnikih kot neodzivnih, vendar razlika ni bila statistično značilna, 
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najverjetneje zaradi premajhnega vzorca. Hkrati smo ugotovili, da je bila ekspresija CD86 na 
cDC višja tudi v makroskopsko zdravih predelih črevesja bolnikov s KVČB v primerjavi z 
zdravimi osebami. To posredno nakazuje, da je kronično vnetje pri KVČB prisotno tudi v 
predelih, ki so endoskopsko normalnega videza. 
 
Po zdravljenju z zaviralci TNF je prišlo do signifikantnega znižanja deleža cDC, kar je 
lahko posledica apoptoze, sprožene z zavoro TNF (134) ali zmanjšanega celičnega priliva 
zaradi zmanjšane ekspresije kemokinov na površini DC (135). Dige in sodelavci so opazovali 
statistično pomembno zvišanje CD103+ DC po terapiji pri Crohnovih bolnikih, medtem ko 
podatkov za UC ni (127). V naši kohorti bolnikov ni prišlo do statistično pomembnega 
zvišanja deleža CD103+ DC po terapiji, morda sta razlog za to premajhno število vključenih 
bolnikov in  mešana populacija bolnikov s KVČB.  
 
Z našo raziskavo smo dokazali, da obstajajo pomembne razlike v fenotipu in deležu DC v 
sluznici debelega črevesa pred začetkom zdravljenja med bolniki, ki se odzovejo na 
zdravljenje z zaviralci TNF, in bolniki, ki so za zdravljenje neodzivni. Delež cDC v vneti 
sluznici debelega črevesa pred začetkom zdravljenja je bil statistično pomembno višji pri 
odzivnih bolnikih, hkrati so bile njihove cDC tudi bolj aktivirane (višja ekspresija HLA-DR) 
v primerjavi z neodzivnimi bolniki.  
 
Naša najpomembnejša ugotovitev je, da delež cDC nad 7 %, v vneti sluznici debelega črevesa 
pred zdravljenjem zanesljivo napoveduje endoskopski odziv na zaviralce TNF. Povečan 
delež aktiviranih cDC pri odzivnih bolnikih je lahko posledica intenzivnejšega vnetja in 
posledično večje količine TNF v tkivu teh bolnikov (136, 137). Pri bolnikih z visokimi 
lokalnimi koncentracijami TNF so opisovali povišano lokalno akumulacijo zaviralcev 
TNF (136) ter znižanje tkivne koncentracije TNF po zdravljenju (138). Odzivni bolniki so 
imeli tudi višji delež CD103+ DC, slednje je bilo še posebej izrazito pri bolnikih z UC.  
 
Pri neodzivnih bolnikih gre najverjetneje za drugačno vnetno pot, ki ni odvisna od TNF. V 
vnetem tkivu bolnikov s KVČB so namreč našli povišano število celic Th17 in njihovih 
citokinov (88, 89, 139). Pri teh bolnikih je bil povišan tudi kemokin CCL20, ki privablja 
celice Th17 (45).  Eden od možnih tarčnih mediatorjev vnetja v teh primerih je IL-23, ki 
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vzdržuje kronično vnetje preko Th17-celične poti (87, 140). Th17-celična pot je najverjetneje 
bolj pomembnejša v pozni fazi vnetja (26). 
 
Na osnovi profila DC v vneti sluznici smo lahko s 93 odstotno specifičnostjo in 88 odstotno  
občutljivostjo napovedali odziv na zdravljenje z zaviralci TNF. Bolniki z neugodnim 
profilom DC bodo najverjetneje imeli večjo korist od drugih bioloških zdravil z drugačnim 
mehanizmom učinkovanja, kot sta ustekinumab ali vedolizumab (141, 142).  
 
Bolniki z UC in CB so imeli enako neravnovesje DC v vneti črevesni sluznici v primerjavi z 
zdravimi osebami (128). Po indukcijskem zdravljenju z zaviralci TNF smo opazili 
izboljšanje razmerja CD103+/CD103- DC le pri bolnikih z UC, ki so se odzvali na zdravljenje. 
Pri bolnikih s CB takšne spremembe v razmerju nismo opazili, kar kaže na to, da imata 
bolezni različen patološki mehanizem (2, 42, 77). 
 
V vneti sluznici bolnikov s KVČB smo našli višji delež pDC v primerjavi z zdravimi 
osebami, kar so opisovali že Baumgart in sodelavci (41, 56, 143). Slednji so tudi opažali 
povečano ekspresijo integrinskih receptorjev 47 na perifernih pDC bolnikov s KVČB, kar 
je znak zrelega fenotipa ter usmeritve pDC v črevesno tkivo (56). Zdravljenje z zaviralci 
TNF ni imelo nobenega vpliva na delež pDC v sluznici debelega črevesa bolnikov s KVČB. 
Prav tako nismo ugotavljali  razlik med bolniki z UC in CB. V prihodnje bi bilo zanimivo 
opazovati vpliv novejših bioloških zdravil usmerjenih proti integrinu 47, na delež pDC v 
sluznici črevesja (41, 56, 142, 144). 
 
Majhno število vključenih bolnikov seveda predstavlja določene omejitve pri interpretaciji 
rezultatov naše študije. Namesto kliničnih parametrov smo zato uporabili objektivne 
(endoskopske) parametre celjenja sluznice in v študijo vključili samo bolnike z endoskopsko 
potrjenim vnetjem. Na ta način smo izključili učinek placeba, ki je v observacijskih študijah 
bolnikov s KVČB prisoten v kar 30% (145). Učinek zdravljenja smo ocenjevali po končanem  
indukcijskem zdravljenju z zaviralci TNF, zacelitev sluznice v tem obdobju je namreč 
dokazano povezana z dolgotrajno remisijo bolezni (146, 147). Menimo, da so spremembe v 
profilu DC po uspešni indukciji lahko napovednik dolgoročnega nadzora KVČB. 
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V naši študiji se skupina bolnikov in zdravih prostovoljcev starostno ne ujema. Povprečna 
starost bolnikov je bila 39 let, prostovoljcev 58 let. Starostno neujemanje lahko predstavlja 
določene omejitve pri interpretaciji rezultatov. Staranje namreč pripelje do številnih 
sprememb v imunskem sistemu. Vpliv staranja na naravno imunost je dobro znan in opisan 
(148). Zelo malo je podatkov o vplivu staranja na specifični imunski sistem. Teig in sodelovci 
so dokazali vpliv staranja otrok na število posameznih DC; delež cDC se s starostjo ni 
spremenil, medtem ko se je delež pDC signifikanto znižal (149). Podatki za odraslo 
populacijo  si zelo nasprotujejo. Bolj kot spremembe v številu DC opisujejo funkcijske 
spremembe povezane s staranjem. Della Bella in sodelavci so dokazali, da so DC starejših 
bolnikov (starejših od 60 let) bolj zrele in imajo moteno produkcijo IL-12 (150). DC naših 
prostovoljcev niso bile bolj zrele kot DC bolnikov, nasprotno izražale so celo manj zrelostnih 
markerjev (CD86). Na osnovi tega menimo, da razlika v starosti med našima skupinama ni 
imela vpliva na delež in fenotip DC.  
 
57 % naših bolnikov smo hkrati zdravili še z imunosupresivi,  kot so kortikosteroidi in 
tiopurini. Slednje bi lahko vplivalo na naše rezultate, vendar metaanalize niso potrdile vpliva 
imunosupresivov na dozorevanje in število DC (151).  
 
Naša študija je bila opravljena le na bolnikih s prizadetostjo debelega črevesa. Treba je 
omeniti, da v študijo nismo vključili bolnikov s prizadetostjo tankega črevesa. Lokacija 
bolezni je najverjetneje genetsko določena in odločilna za različno fenotipsko izražanje 
KVČB (152, 153). 
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7  SKLEPI 
 
 
V okviru raziskave pri doktorski nalogi z naslovom: »Vpliv zaviralcev tumor nekroznega 
faktorja alfa na dendritične celice v črevesni sluznici bolnikov s kronično vnetno črevesno 
boleznijo«  smo na podlagi rezultatov različnih analiz prišli do naslednjih ugotovitev: 
 
 Bolniki s KVČB imajo drugačen fenotipski delež DC v vneti sluznici črevesja v 
primerjavi z zdravo populacijo. 
 
 Pri bolnikih s KVČB obstaja razlika v fenotipskem deležu DC med zdravo in bolno 
sluznico. 
 
 V endoskopsko zdravi sluznici bolnikov s KVČB je delež cDC višji kot pri zdravih 
prostovoljcih, kar kaže na to, da je kronično vnetje prisotno tudi v navidez zdravi 
sluznici bolnikov s KVČB. 
 
 Delež cDC v vneti sluznici bolnikov s KVČB se je po zdravljenju z zaviralci TNF 
signifikantno znižal, medtem ko je delež drugih podvrst DC ostal nespremenjen.  
 
 Odzivni bolniki imajo pred začetkom zdravljenja z zaviralci TNF v sluznici debelega 
črevesa mnogo višji delež cDC kot neodzivni bolniki. 
 
 Izražanje HLA-DR na celicah cDC je mnogo višje pri odzivnih bolnikih kot 
neodzivnih, kar pomeni, da so celice cDC odzivnih bolnikov bolj aktivirane. 
 
 Delež cDC nad 7 % v vneti sluznici debelega črevesa pred zdravljenjem je zanesljiv 
napovednik endoskopskega odziva na zaviralce TNF.  
 
 Določanje deleža konvencionalnih dendritičnih celic v vneti sluznici bolnikov s 
KVČB pred začetkom zdravljenja z zaviralci TNFα, bi lahko uporabili za določanje 
odziva na zdravljenje, kar bi nam bilo v pomoč pri izbiri primernega tarčnega zdravila 
za vsakega posameznega bolnika. 
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